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Résumé

Ce travail porte sur I’étude de la bioconversion, la biodégradation de I’a-pinéne par
deux souches bactériennes isolées localement & savoir, Streptomyces rochei AB1 et
Peanibacillus popilliae 1C. 11 porte également sur la photodégradation de 1’a-pinéne par un
rayonnement UV et par un rayonnement haute énergie de Cs-137. La pureté de I’a-pinéne a
¢t¢ mise en évidence a travers des analyses préliminaires par IRTF et CG/SM. La
détermination des concentrations permettant de délimiter le domaine d’inhibition vis-a-vis le
métabolite de I’a-pinéne des deux souches a été effectué. Cette concentration a été déterminée

comme étant égale a 10 mg/ml.

Quant a la souche Paenibacillus popiliae 1C, la bioconversion a été effectuée sur le milieu
Luria Bertani riche, par contre, la bioconversion et la biodégradation de I’a-pinéne par la
souche Streptomyces rochei AB1 a été menée en utilisant, respectivement, le milieu ISP9

riche et ISP9 pauvre.

La bioconversion de I’a-pinéne par la souche Peanibacillus popilliae et streptomyces
rochei a permis 1’obtention d’autres monoterpénes hydrocarbonés et oxygénés notamment le
cis-Verbenol, Thymol, B-fenchol, Myrténol, Verbénone, trans (+) Carvéol, trans (-) Sobrérol,
B-Cymene, d-Limonéne, 1,8-Cinéole, A-3-Carene, cis-Citral, Pinocarvone, Menthol,
Camphéne et Piperitenone. La biodégradtion de 1’a-pinéne par la souche Streptomyces rochei
a mené a I’obtention d’autres monoterpenes & 1’image le trans-Verbenol, I’a-Terpineol et le

trans -Sobrérol.

Par ailleurs, la photodégradtion de 1’o-pinéne par UV et par le CS-137 a permis I’obtention de

deux monoterpénes communs qui sont le Camphéne et I’a-pinéne époxyde.

Mots clés : a-pinéne, bioconversion, biodégradation, photodégradation, rayonnement UV,

rayonnement haute énergie Cs-137, Peanibacillus popilliae, Streptomyces rochei, CG/SM.
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Abstract

This present work focuses on the study of the bioconversion; biodegradation of a-
pinene by two bacterial strains isolated locally namely Streptomyces rochei AB1 and
Peanibacillus popilliae 1C. It also includes photo-degradation of the a-pinene by UV
radiation and high-energy radiation from Cs-137. The purity of the o-pinene has been
demonstrated through preliminary analysis by FTIR and GC/MS. The determination of the
concentrations for delimiting the field of inhibition against the metabolite of a-pinene of both
strains was performed. This concentration was determined to be equal to 10 mg /ml.

As to the strain Paenibacillus popiliae 1C, the bioconversion was carried out on Luria
Bertani rich medium, against, the bioconversion and the biodegradation of a-pinene by
Streptomyces rochei ABI strain was carried out using, respectively, the medium ISP9 rich
and poor.

The bioconversion of a-pinene by the strains Peanibacillus popilliae and Streptomyces
rochei allowed obtaining other hydrocarbon and oxygenated monoterpenes including cis-
Verbenol, Thymol, B-fenchol, Myrtenol, Verbénone, trans (+) Carveol , trans (-) Sobrerol, B-
Cymene, d-Limonene, 1,8-Cineole, A-3-Carene, cis-Citral, Pinocarvone, Menthol, Camphene
and Piperitenone. The biodégradtion of the a-pinene by the strain Streptomyces rochei led to
obtaining other monoterpenes to image the trans-verbenol, the o-terpineol and the trans-

Sobrerol.

In addition, the photodegradation of o-pinene by UV and by the CS-137 enabled

obtaining two common monoterpenes which are camphene and a-pinene epoxyde.

Keywords: Bioconversion, biodegradation, photodegradation, a-pinene, UV radiation, high-
energy radiation by Cs-173, Peanibacillus popilliae, Streptomyces rochei, CG/MS.
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Introduction générale

L’utilisation des processus de bioconversion en synthése organique connait un essor
important depuis les annces 1990 1li¢ a deux raisons principales: la premiere, les
biocatalyseurs (bactéries, levures et moisissures) omniprésents dans notre environnement (sol,
air et eaux) et dans quelques aliments que nous consommons, Ne cessent d’occuper une place
de plus en plus importante dans notre vie et sont actuellement & 1’origine du développement
du domaine de la biotechnologie [1]. Ils présentent souvent des propriétés uniques de
sélectivité vis-a-vis d’un substrat ou d’une classe de substrat donnée. Ainsi, des conversions
hautement énantiosélectives ou régiosélectives deviennent plus aisées, permettant la synthése
de nouvelles molécules a structure contrdlée, tres difficile voire impossible & obtenir par les
voies « classiques » de synthése organique. Ils sont également des agents de dégradation et
leurs propriétés métaboliques et cinétiques peuvent étre exploitées pour permettre 'hydrolyse,
l'oxydation, la nitrification, la dénitrification et 'élimination des sulfates et des phosphates
ainsi que la méthanisation des effluents polluants [2]. La seconde, ces procédés enzymatiques
nécessitent, de maniére générale, des conditions opérationnelles plus douces que leurs
analogues chimiques : temperature moins élevées, pression ambiante, absence de catalyseurs
inorganiques toxiques. Ils répondent donc aux besoins actuels de développement de

technologies et de procédés moins agressifs pour 1’environnement [1].

En effet, contrairement & l’industrie chimique qui puise traditionnellement ses
précurseurs de synthése dans les ressources pétrolieres épuisables, les biotechnologies
utilisent des ressources naturelles renouvelables en permanence.

Les terpénes font partie de ces précurseurs renouvelables abondamment présents dans la
nature. On les trouve notamment en quantité importante dans les huiles essentielles extraites
de plantes ou de fruits. En plus de leurs propriétes organoleptiques particulicrement
intéressantes, beaucoup d’études mettent en évidence des activités thérapeutique,
antibactérienne, antivirale et anticancereuse significatives. Ces propriétés sont en général
encore plus marquées chez les dérives oxydés que sont les terpénoides. L’a-pinéne, extrait de
’essence de térébenthine, constitue la premiere source naturelle de terpénes présente sur le
marché. Il apparait ainsi, avec ses dérives, comme un précurseur idéal dans les procedés de

production biocatalytique de terpénoides, possédant une forte valeur ajoutée [3].



La tendance « chimie verte » et « biotechnologie blanche » est actuellement a la
recherche d’alternatives aux solvants polluants. C’est dans ce cadre, le nombre d’articles
relatant la bioconversion des terpénes et particuliérement 1’a-pinéne, en utilisant des bactéries
comme biocatalyseurs, s’est multipli¢ dernierement. De nouveaux dérivés plus solubles et
plus stables, ayant des propriétés biologiques maintenues voir accrues par apport aux
molécules naturelles ont pu étre synthétisés. Les paramétres réactionnels ont été améliorés
pour rendre les procédés économiquement et écologiquement plus performants [4]. Le présent
travail s’inscrit dans le cadre de cette large thématique est porte sur la bioconversion et la
biodégradation de I’a-pinéne en d’autres métabolites secondaires en utilisant deux bactéries
aérobies stricts nouvellement isolées & partir des niches écologique de 1'Algérie:
Peanibacillus popilliae (1C) et Streptomyces rochei (AB1). Ces souches, ont déja montré des
aptitudes a dégrader une large gamme de composés organiques complexes [5,6].

Les travaux de ce mémoire s’articulent autour de deux parties principales :

> La premiére partic est consacrée a une étude bibliographique dans laquelle nous
introduisant le concept de la bioconversion et la biodégradation, ensuite nous
décrivons brievement les microorganismes utilisés dans cette étude suivi des différents
travaux de recherche portant sur I’application de ces deux microorganisme ainsi que
d’autres microorganismes dans le domaine de la bioconversion de différents
métabolites secondaires. Nous terminons cette partie par exposer les différents travaux
de la bioconversion de 1’o-pinéne effectuée dans la bibliographie.

> La seconde partie est réservée a une ¢tude expérimentale qui a pour objectif principale

I’étude de la bioconversion de 1’o-pinéne par deux souches d’étude Peanibacillus

popilliae et Streptomyces rochei comme alternatives aux solvants massifs. Cette partie

comporte entre autre, I’analyse chimique de I’a-pinene, le test de détermination de la
gamme de concentration utilisable et non inhibitrice, la méthodologie expérimentale
de la bioconversion et I’analyse chimique des produits obtenus.

Enfin, cette étude se termine par une conclusion générale.



PARTIE I

Synthése bibliographique



I. 1 Introduction

L’étude bibliographique vise a définir la bioconversion et la biodégradation avec ses
avantages et ses difficultés et présenter ’action des microorganismes sur les métabolites
secondaires et la possibilit¢ de dégradation de ces composés par différents types de
microorganismes dans des conditions d’aérobiose. Elle présente aussi quelques données
expérimentales sur I’a-pinéne comme molécule modele, les voies métaboliques et les

principaux produits formés.

1. 2 Bioconversion

L. 2.1 Définition de la bioconversion

La bioconversion est définie comme étant l'utilisation de systémes biologiques pour
provoquer des changements structuraux dans les compos€s chimiques, qui ne sont pas leurs
substrats naturels. Une certaine molécule est modifiée par la transformation de ses groupes
fonctionnels avec ou sans la dégradation de son squelette carboné. Ces modifications
conduisent a la formation de composés bioactifs nouveaux et utiles qui ne sont pas aisément
préparés par des procédés chimiques [7]. Ceci distingue "la “bioconversion" de "la
biosynthése", qui est préoccupé par la capacité¢ de syntheése des systemes biologiques dans
leur habitat normal [8].

Actuellement, le processus de bioconversion le plus utilisé consiste a convertir un
précurseur clairement défini par un microorganisme préalablement sélectionné et dont
Pactivité est orientée vers la production du composé souhaité [9]. Cette stratégie, est
employée dans de nombreux procédés industriels de fabrication d’arébmes. Le terme
bioconversion implique la notion .de .conversion incompleéte d’un substrat organique
métabolisé qui n’aboutit donc pas forcément a son assimilation totale [10]. Il peut s’agir par
exemple d’une oxydation partielle du substrat qui se traduit par un rejet de produits
intermédiaires (métabolites) dans le milieu.

Deux procédures peuvent alors étre utilisées. Dans la premiere, le précurseur ou le
substrat est ajouté directement au milieu de croissance au bout d’un temps déterminé de
culture. La deuxiéme technique conduit a la séparation de la biomasse du milieu de croissance
par filtration ou centrifugation suivie d’une remise en suspension dans un nouveau milieu
réactionnel, conventionnel ou non, ou elle sera utilisée pour bioconvertir le précurseur. Le

succes de ces procédés de bioconversion passe par une connaissance accrue des propriétés et



des possibilités métaboliques du microorganisme utilisé. 1l est donc primordial de sélectionner

ce dernier avec soin [11].

L. 2. 2 Biocatalyseurs

Les microorganismes et leurs enzymes se sont avérés biocatalyseurs polyvalents et sont
largement utilisés pour la biotransformation de divers terpénoides.

Le biocatalyseur employé peut étre une cellule entiére d’origine animale, végétale ou
microbienne. Dans ce dernier cas, il est possible d’utiliser des microorganismes eucaryotes
comme les champignons filamenteux et les levures ou des organismes procaryotes comme les
bactéries [12]. Les bactéries, plus que tous les autres organismes, ont la possibilité d'utiliser
du matériel biologique comme source de carbone ou de les détoxifier pour leur défense [8]

Le biocatalyseur peut également étre une enzyme déterminée, présente au sein d’un extrait
cellulaire ou sous forme purifiée:

La grande diversité des microorganismes autorise de nombreuses réactions enzymatiques
au sein d’une large diversité de voies métaboliques. Leur utilisation simple, leur rapidité de
croissance et leur facilit¢ d’adaptation a des conditions imposées par des contraintes
techniques et économiques sont des atouts supplémentaires qui favorisent leur emploi dans

des procédés de biotransformation [13, 14].

L. 2. 3 Avantages de la bioconversion

Les bioconversions, lorsqu’on les compare & des réactions chimiques ont 1’avantage
d’€tre régio et stéréo sélectives, ce qui conduit & des produits de forme énantiomérique donnée
permettant la production des produits chiraux a partir de mélanges racémiques dont la
demande. dans les domaines.pharmaceutique et agroalimentaire est importante. Les conditions
de la bioconversion sont doux, elles sont trés efficaces en termes d’énergie puisqu’elles
peuvent avoir lieu a des températures, une pression et un pH modérés. La production des
composés est généralement simplifiée par un nombre d’étapes plus restreint [15]. Les
bioconversions sont de plus particulierement adaptées aux nouvelles normes mondiales
relatives au « développement durable » et au label « naturel » actuellement trés recherchés par
les institutions politiques et les consommateurs car elles permettent la production des produits
qui peuvent étre étiquetés comme naturel [16]. Parmi ces produits, il y’a beaucoup qui ont des
applications de grande envergure, y compris les ardmes, les produits agrochimiques, les

antibiotiques, les antioxydants et les agents anticancéreux [17].



Pour obtenir un produit naturel, il y’a actuellement le choix entre deux systémes de
production qui sont les procédés classiques d’extraction a partir de matiéres premiéres
naturelles, et les bioconversions. La mise en ceuvre des réactions de bioconversion permet
d’éliminer certaines faiblesses inhérentes aux techniques classiques d’extraction. Il est en
effet possible de s’affranchir de facteurs incontrdlables (climatiques, géographiques) qui
agissent sur la quantité et la qualit¢ d’ardmes extraits de matiéres premiéres.

Les bioconversions permettent également une autonomie vis-d-vis de
I"approvisionnement en matieres premiéres fortement influencé par les saisons notamment
dans le cas de végétaux aromatiques. Elles permettent aussi de diminuer les volumes des
résidus d’extraction et notamment I’utilisation des microorganismes non proliférants, ce qui
est un avantage important lorsque le précurseur employé est toxique pour les cellules.

Enfin, d'un point de vue commercial, certaines biotransformations peuvent étre moins
chers et plus directes que les analogues chimiques, tandis que les transformations se déroulent
dans des conditions qui sont normalement considérés comme respectueux de l'environnement
[18].

L 2. 4 Difficultés liées a la bioconversion

Les biotransformations des monoterpénes sont communément reconnues comme étant
tres intéressantes économiquement mais difficiles a réaliser par des procédés conventionnels
[9]. Ce phénomene est essentiellement 1i¢ aux propriétés physico-chimiques de ces molécules.

Ce sont en effet des composés relativement instables, surtout dans les milieux aqueux
et/ou oxygénés. Ils peuvent subir facilement un nombre important de réactions chimiques
spontanées comme une auto-oxidation, une cis-frans isomérisation, une racémisation, une
hydratation, une cyclisation ou encore un réarrangement ou une polymérisation [19]. Ces
phénoménes abiotiques peuvent d’une part entrer en compétition avec la réaction biologique,
entrainant ainsi une diminution du rendement de bioconversion et peuvent d’autre part
genérer chimiquement les produits de la bioconversion, ce qui brouille ’estimation de son
efficacité¢ réelle. Enfin les produits de bioconversion eux-mémes peuvent étre la cible de
réactions abiotiques.

Les monoterpenes sont également trés peu solubles dans I’eau. Ainsi, la volatilité
caractéristique des monoterpénes qui rend ces composés aromatiques si attrayants, peut
également poser des problémes au cours des procédés de bioconversion. En effet, les
bioconversions intéressantes sont souvent des réactions oxygéne-dépendantes qui nécessitent
une agitation et une aération importante provoquant des pertes de substrats et de produits par

entrainement [20].



Une autre difficulté rencontrée lors de 1’utilisation de terpénes est due a leur toxicité et a

leur forte activité antimicrobienne [21].

I. 3 Biodégradation
I. 3.1 Définition de la biodégradation

La définition émergeante, proposée par de nombreux auteurs, de la biodégradation ou de
la biodégradabilité se traduit par une action de dégradation d’un composé organique par des
agents biologiques comme les bactéries, les champignons et les algues [22].

Autrement dit, c’est une dégradation biotique qui met en jeu I’action des
microorganismes, qui grices aux enzymes qu’ils excrétent peuvent utiliser les matiéres
organiques comme sources de carbone et d’énergie conduisant & une décomposition du
substrat au niveau moléculaire. La biodégradation acceptable est évoquée lorsque la
transformation du composé lui retire ses propriétés toxiques.

Si la biodégradation du substrat organique est totale, c’est-a-dire formation uniquement de
produits inorganiques tels H,O, H,, CO,, CI"..., on parle de minéralisation [10].

La biodégradation peut avoir lieu en présence ou en absence d’oxygene, en milieu solide
ou aqueux. Les facteurs d’environnement (température, humidité,...) ainsi que la structure du
substrat (liaisons chimiques, stéréochimie,...) sont des facteurs qui influencent le processus

de biodégradation [23].

L. 3.2 Type de biodégradation

La biodégradation primaire est définie comme la dégradation partielle de la structure
moléculaire de la substance initiale. Cette dégradation peut conduire soit a la perte de
propriétés caractéristiques de la substance telles que son activité biologique, soit.a l'apparition
de sous-produits de transformation parfois plus toxiques que la substance de départ. La
biodégradation totale ou ultime est décrite comme la biodégradation compléte de la structure
moléculaire de la substance, qui conduit & la formation de dioxyde de carbone, de méthane,

d’eau, de dérivés minéraux ou de constituants de micro-organismes [24].



I. 4 Etude de la bioconversion des métabolites secondaires par Bacillus et Streptomyces
I. 4.1 Généralité sur les microorganismes
L. 4.1.1 Le genre Bacillus

Le genre Bacillus dont ’espece type est B. subtilis est toujours considéré comme 1’un des
plus grands genres et comprend plus de 200 espéces [25].

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a 2,5 x 10 um), parfois sporulés, 3 Gram
positif ou a Gram variable, généralement mobiles grice a une ciliature péritriche parfois
capsulés, aérobies ou aéro/anaérobies facultatif, le plus souvent catalase positive, donnant une
réponse variable au test de I’oxydase [26]. Ils sont hétérotrophes, nitrifiants, dénitrifiants,
fixateurs d'azote, précepteurs de fer, oxydants le sélénium, oxydants et réduisants le
manganese. Ces microorganismes sont des chimioorganotrophes facultatifs, acidophiles,
alcalophiles, psychrophiles, thermophiles, halotolérants, ou halophiles et sont capables de
croitre et former des endospores résistantes a différentes conditions telles que le pH, la
température, les radiations, les désinfections, la dessiccation et des concentrations de sel ou
peu d'autres organismes peuvent survivre [26].

Le genre Bacillus est parmi les microorganismes les plus abondantes et omniprésentes
dans la nature, son principale habitat est le sol [27]. Cependant ce genre peut étre également
isolé a partir des aliments, de 1’eau, des organismes eucaryotiques et méme a partir des

environnements extrémes comme les déserts, I’antarctique et les habitats hypersalins [28].

I. 4.1.2 Le genre Streptomyces

Le mot Streptomyces regroupe tous les membres du genre Strepiomyces, ¢’est le genre
d’actinomycetes le plus abondant et surtout le plus performant dans la production de
métabolites secondaires importants. Il contient 1890 espéces et 114 sous espéces. L’espéce
type de ce genre est S. albus [26] [29-31].

Les Streptomyces sont donc des organismes procaryotes qui possédent une structure
filamenteuse ou mycélienne. Cela explique leur dénomination : Du Grec Strepto.myces :
Streptos : tordu ou courbe et myces : champignons [32].

Les Streptomyces sp. sont des organismes acrobies, a coloration de Gram positive,
chimioorganotrophes, catalase positive [33] qui possédent un métabolisme oxydatif et un taux

G+C% compris entre 69 et 78% [34-36].



Ils tendent a croitre lentement en formant des filaments ramifies de 0,5 a 2um de
diamétre qui fragmentent rarement c’est le mycélium végétatif ou mycélium de substrat. Le
mycélium aérien forme par contre a sa maturité des chaines de spores non mobiles [37].

Leur température optimale se situe entre 25 a 35 °C, a I’exception des espéces qui sont
psychrophiles et d’autres thermophiles qui peuvent tolérer une température de 55 °C
(I’optimum est a 50 °C) [26] [38].

Le pH optimum est dans l’intervalle de 6,5-8,0, mais il y a des especes qui sont

alcalophiles et se développent & un pH de 11 [39-41].

I. 4.2 Classification des espéces
L. 4.2.1 Classification de I’espéce Paenibacillus popilliae

Le genre Paenibacillus est créé en 1993 pour former l'ancien «Groupe 3» du genre
Bacillus. 11 comprend plus de 30 especes anaérobies facultatives et formant des endospores,
neutrophiles, hétérotrophes, a flagelles péritriches, bacilles a Gram positif.

Le taxon contient diverses espéces telles que B.popilliae alvei, amylolyticus, azotofixans,

gordonae, larvei, macerans, macquariensis, pabuli, polymyxa, pulvifaciens, et validus [42].

I. 4.2.2 Classification de I’espéce Streptomyces rochei

Le nombre d’espéces du genre Streptomyces a augmenté de 40 a plus de 3000, mais
certaines d’entre elles étaient considérées comme synonymes. En 1964, le projet international
des Streptomyces (ISP) a essayé de standardiser les criteres de détermination de I’espece
[43-46].

Les Streptomyces sp. se trouvent dans tous les milieux terrestres et aquatiques ainsi que
les environnements symbiotiques et endophytiques [47]. Elles sont trés abondantes dans les
sols riches en mati¢re organique en décomposition [26].

Elles représentent le genre le plus abondant de la population des actinomycetes dans le
sol et elles sont responsables de son odeur d’humus caractéristique [48, 49]. Mais elles sont,

aussi, trouvées dans les milieux ou les conditions sont extrémes [S0].



Microorganisme

Domaine 1 Eucarya l ‘Bacteria 4+  Archaea

[ o]

Embranchement Firmicutes Actinobacteria
\ 4
Classe ‘Bacilli Actimomycetes
Ordre Bacillales Actinomycetale
Famille Paenibacillacea Streptomycetac
-Genre Paenibacillus Streptomyces
Espéce Popilliae Rochei
. Bondhe 1C ATCC 14706 strain AB1
(AF 071861) (GU434672)

Figure 1: Schéma représentant la classification de ’espece Paenibacillus popilliae et Streptomyces rochei

I. 4.3 Bioconversion des-métabolites secondaires par le genre-Bacillus

L. 4.3.1 Bioconversion de 1,4-cinéole

e

mélange racémique: 2b-hydroxy-1,4-cineoles

\ﬁo//,, \\\\\OH
P +
1,4-cinéole

mélange racémique: 2a-hydroxy-1,4-cineoles

Figure 2: Bioconversion de 1,4-cinéole par Bacillus cereus [51]
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I. 4.3.2 Bioconversion de B-pinéne et de limonéne

COOH
3 3
== ——
B-pinéne

3 p-cymeéne acide cumique
3
e CH,0H
3 3 OH
—
- s

Pinocarvéol Myrténol
Limonéne Carvéol
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]
O
3 éj/
s (
Pinocarvone Myrténal
alcool périllilylique Carvone
1
3
2 dégradation
perlllaldehyde

COOH

Q —> dégradation

acide périllique

Figure 3 : Les voies générales de dégradation de B-pinene et du limonéne. Les fléches
correspondent a des réactions métaboliques observées en présence des souches bactériennes
suivantes : 1. Bacillus [9]; 2. Bacillus stearothermophilus [9], 3. Bacillus pallidus[52].



I. 4.4 Bioconversion des métabolites secondaires par le genre Streptomyces
Tableau 1 : Bioconversion de quelques meétabolites secondaires par le genre Streptomyces
| Mlcroorganlsmes - ~ Métabolites |  Produits ? ‘Références
Streptomyces - (¥)¥2a-hydroxy-l,8-cineole. [53] et [54]
botlropensis SY-2-1 | ’ |

1,8-cineole

Streptomyces (+)-3a-hydroxy-1,8-cineole . [53] et [54]
ikutamanensis Ya-2-1 |
| Streptomyces griseus | 14-cineole | 8- hydroxy—l 4-cineole | [51]
R - e e BT e [55]
'gg;[; 2;’22’;? | carvotanacetone | neoisocarvomenthol et a-hydroxy- |
SY-2-1 (+) carvotanacetone
| e (_)_ R—— S [55] ]
i Streptomyces ' (-)-carvotanacetone et 8-hydroxy- (
| bottropensis SY-2-1 | SAvORMmCSIONS |
. ’: 3 )-carvotanacetone.
P Streptomyces A5l | (O-cavone | (Oframscarveol | [56-58] |
~ Streptomyces | (+)-carvone | (+)-carvone-8,9-epoxide et(+)-5a- |  [59]
bottropensis. hydroxycarvone |
Strepz‘omyce.s (-)-P e}lllyl Cr VRS S - [60]
ikutamanensis Ya-2-1 | et (-)-perillyl alcohol '
| Streptomyceshumtdus i Thymol | (IR 2.5) et(lR 2R) 2-hydroxy 3-p- B [61] o
| Tt . menthenS-one | |
Geranial % Geraniol
Streptomyces | f ;
ikutamanensis, ' Nerol f [60]
Ya-2-1 Neral
(OO Steh L G and ) Gitonclll

citronellal

I. 4.5 Bioconversion des métabolites secondaires par divers microorganismes

Comme nous I’avons vu précédemment, les terpénes constituent la principale source de
composés aromatiques que 1’on trouve dans les huiles essentielles et les plantes supérieures.
Leur bioconversion peut €galement conduire a l'obtention de compos€s intéressant pour
I’industrie des ardmes et/ou pour 1’industrie pharmaceutique. Les microorganismes préférés

pour ces réactions sont par ordre d’importance, les bactéries, les levures et les champignons.
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Le nombre tres important de ces bioconversions ainsi que leurs natures diverses constituent

un domaine tres vaste étudié par de nombreux auteurs (tableau 1).

Tableau 2 : Bioconversion des monoterpenes par différents especes de m1croorgamsmes

Orgamsme N Substrat a Prodult - ‘ Reference »

Aspergillus niger ATCC 9142 | Linalool | cis et trans de furanoide | [62]
| ' linalool oxyde et pyranoide |
Castellaniella defragrans . Linalool | Géraniol [63]
65Phen(SM12143) | |
Novosphmgobzum Linalool (6F)-8-oxolinalool :‘ [64]
aromaticivorans | ‘
, (ATCC700278D-5) ‘ ; ;
| Bsewdomonaspusda®pGiIn) |\ L v 00 o 0 0 ey (6] )
Cystoderma carcharias | Citronellol | trans-2-isobutenyl-4- - [66]
.\ | omethyltetrahydropyrane | |
Pseudomonas citronellolis | Citronellol |  Citronellal/ citronellate | [67] |
. @aeciserd) e ) e |
Pseua’omonas aerogznosa ' Citral N ac1de geramque L [e8] |
Castellaniella defragrans | B-myrcéne | (S)-(+)-linalool I [63]
ehen@sMbil® . 0 . 0
| Rhodococcus erythropolis DCL | (R)-limonene |  1,2-epoxy-menth- 8-ene | [69]
14 1
Geobacillus stearothermophzlus
(exiPocibssaanBRIS®) 0 o b 0
'Rhodococcus erythropolzs DCL: | —)-menthone | (4R, 7S)-4-methyl- 7-(propan- | [69]
14 | 2yhoxepan-2-onée |
Rhodococcus erythropolts DCL | ()-trans- | (—) carvone [69]
14 Ao eawedl 00 0 0
Rhodococcus opacus PWD4 1 (+) trans- (+) carvone g [71]
~ (DSM44313) | carveol |
_ Citrobacter braakii | 1,8-cineole | 2-endo-hydroxy- 1,8-cineole |  [72]
;’ | 2-oxocinéole et (R)-5,5-
Pseudomonas flova | 1,8-cineole | dimethyl-4-(3’-oxobutyl)-4,5-

{

“(S)limonene | (-)-alcool perillylique | [70]

| [73]
- | dihydrofuran-2-GH)-one |
Castellaniella defragrans | Geraniol | Geranial | [74]
o eEeen@SMDI 0V 00
Pseudomonas putida F1 | p-cymene | alcool p-cumique L [75]
___(Arccroo00ny o b
~ Pseudomonas putida . (D(E)- | 5-oxo-hydroxy- camphre |  [76]
(ATCC29607) | Camphre |
Novosphingobium f »
aromaticivorans | I } [64]
LGdeeeeshey, L0 e ble e
Pseudomonas putida (ATCC ' Eugenol/ acid | Vanilline [77]
55180) | ferulique | |
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I. 5 Etude de la bioconversion de I’a-pinéne

I. 5.1 Description du métabolite a-pinene

Sesterpenes

Triterpenes

Diterpenes

Sesquiterpénes

Terpénes

/ Tétraterpenes

Hémiterpénes

[ Monoterpénes

v

Les monoterpenes linéaires

(acycliques)

Les monoterpénes bicycliques

Les monoterpenes avec un
cycle unique (monocycliques)

a-pinéne

Figure 4: Classification de I’a-pinéne

C’est un composé organique, alcéne insaturé, hydrophobe et volatile, hautement réactif

et qui se prét & une modification par synthése chimique. L’a-pinéne est un sous-produit de

l'industrie des pites et papiers [78] obtenu industriellement par la distillation fractionnée

d'essence de térébenthine [79].

Le (+)-o-pinéne est rencontré dans l'huile de Pinus palustris a des concentrations allant

jusqu'a 65%, et dans l'huile de Pinus caribaea a des concentrations de 70%. De plus, ’huile

de Pinus caribaea contient 70 a 80% du (-) -a-pinene [80].

(+)-o-pinéne

(-)-a-pinéne
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L’o-pinéne est présent en plus faible quantité dans les végétaux comme les Rosmarinus, Salvia
meleleuca [81]. 1l est reconnaissable par son parfum boisé, assimilable a 1'odeur du pin, et est ainsi

fréquemment utilisé dans les désodorisants, les parfums d'intérieurs ou encore les produits d'entretien.

I. 5.2 Propriétés bactériologique de I’a-pinéne

La médecine et l'industrie pharmaceutique utilisent les huiles essentielles en raison de
leurs diverses propriétés: bactériostatiques, bactéricides, vermicides, fongicides, antiseptiques,
insecticides [82-88], etc. C'est le cas par exemple de I'essence de pin, riche en o-pinéne qui

possede les propriétés biologiques suivantes :

Activité bactéricide ;

Activité antifongique ;

Activité antivirale ;

Activité antiseptique atmosphérique ;

Activité anti-cedémateuse ;

XN % % % %K

Activité expectorante.

L'industrie pharmaceutique a souvent recours a cette molécule efficace pour le traitement des

affections respiratoires (thume, toux, bronchite).

I. 5.3 Bioconversion de I’ a-pinéne par divers microorganismes

L’a-pinéne est le monoterpéne le plus abondant dans la nature. Il est obtenu
industriellement par distillation fractionnée de 1’essence de térébenthine [79]. Avec plus de
160 000 tonnes d’a-pinéne produite par an, il constitue la premiére source naturelle de
terpénes présente sur le marché. De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence sa
bioconversion en terpénoides par différents microorganismes. Les principales voies de
dégradation de I’a-pinénes par des souches bactériennes proposées par différents auteurs sont

représentées dans les organigrammes illustrés par la figure 5.
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PARTIE 11

Etude expérimentale



IL 1 Introduction

Notre travail expérimental porte essentiellement sur 1’activité catabolique (bioconversion
et biodégradation) de I’a-pinéne par deux souches bactériennes (Peanibacillus popilliae et
Streptomyces rochei). Un essai de la photodégradation de 1’a-pinéne par différents types de
rayonnements, a été également réalis€.

La partie expérimentale comporte trois grandes parties :

e La premiére partie est consacrée aux analyses préliminaires de I’a-pinéne par la
Spectrophotométrie Infrarouge a Transformée de Fourier et la Chromatographie
Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse.

e La deuxiéme partie a ét¢ réservée a la mise en évidence de processus de
bioconversion et de biodégradation qui ont été réalisés en quatre étapes :

» Préparation des différents types de milieux de culture ;
> Détermination de la gamme de concentration par le test d’inhibition,
» Protocole de bioconversion et biodégradation ;
> Analyse des métabolites obtenus.
e La troisi¢éme partie trait la photodégradation de 1’a-pinéne qui a été réalisée en deux
¢tapes :
» Photodégradation par les rayons UV.
> Photodégradation par les rayonnements haute énergie Cs.

» Analyse des métabolites obtenus.

La préparation des milieux de cultures et le déroulement des processus de bioconversion
et de biodégradation ont été effectuées au sein du laboratoire de microbiologie (Département
de génie des procédés, Université de Blida 1) et au laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles et Biomolécules (Département de Chimie, Université de Blida 1), respectivement.
La procédure de photodégradation par les rayons UV a été réalisée au laboratoire de
’mélioration des plantes (Département de Biotechnologie, Université de Blida 1).

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a été réalisée au
laboratoire des plantes médicinales et aromatiques (Département de Biotechnologie,
’Université Blida 1), alors que I’analyse des métabolites par chromatographie en phase
Gazeuse Couplée a la Spectrométrie de Masse a été effectuée au Centre de Recherche

Scientifique et Technique en Analyse Physico-Chimique a Bousmail.
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I1. 2 Matériel et méthodes
IL 2.1 Analyses préliminaires de I’a-pinene

IL 2.1.1 Analyse par Spectrophotométrie Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Une solution de a-pinéne a une concentration de 5 mg/ml a été analysée par IRTF.
L’analyse a été effectuée sur un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de
marque Bruker type Tensor 27, équipé d’un détecteur sulfate triglicine deuteré DTGS a
température ambiante, d’une source infrarouge moyen (4000-400 cm™), d’un rayonnement
laser et un diviseur de faisceau KBr. Le traitement des spectres est réalisé avec le logiciel

OPUS 6.5 fonctionnant sous le systéme d’exploitation Microsoft Windows XP (Figure 6).

Figure 6 : Spectrométre IR a transformée de Fourier

Les fenétres utilisées pour I’analyse de la phase liquide sont en Séléniure de Zinc (ZnSe)
avec une entretoise en téflon de 1 mm. Les tubes de connections sont en téflon avec un
diamétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est réalisé en employant des tubes de chlorure

de polyvinyle de diametre intérieur de 2.79 mm.

L’introduction des solutions se fait a 1’aide d’un systéme a écoulement bloqué avec une

cellule de flux.

Le systéme d’écoulement est effectué en utilisant une pompe péristaltique, le flux est
stoppé momentanément une fois la cellule est remplie. On obtient le spectre et on rétablit le

flux pour rincer la cellule avec le solvant et la remplir & nouveau avec une autre solution.
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IL 2.1.2 Analyse par Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de

Masse

La solution de a-pinéne ainsi que les extraits obtenus apres la culture bactérienne d’une
période d’incubation d’une semaine sont soumises a une analyse par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). L’analyse est réalisée sur un
chromatographe de type HP 6800 couplé a un spectrométre de masse de type HP MSD 5973
(Figure 7).

Figure 7 : Chromatographe HP 6800 couplé a un spectrometre de masse HP MSD 5973

Les conditions d’analyses sont les suivantes :

Injecteur
» Température : 250 °C.

» Mode d’injection : Splitless (avec division) = 1/90.
» Volume injecté : 1 pl.

Colonne
» Type : capillaire de type HP-5MS.
> Dimensions : 30 m (longueur) x 0.25 mm (Diamétre interne) x 0.25 pm (épaisseur du
film).
Phase stationnaire : (5%-phényl)-méthylpolysiloxane.
Température du four : 100°C -5°C/min -220°C.
Gaz vecteur : Hélium pur.
Débit GV : 5 ml/min.

Y V V V

20



Détecteur de masse
» Mode d’analyse : Scan (de 34 a 450).
Solvant utilisé : I’ o-pinéne est dilué dans 5 ml d’acétate d’éthyle.
Température de I’interface : 280 °C.
Type d’ionisation : Impact électronique.
Energie d’ionisation: 70 eV.
Type de I’analyseur de masse : Quadripdle.

Température du quadripdle : 150 °C.

YV V V V V VYV VY

Température de la source : 230 °C.

Les composés ont été identifiés en se basant sur les banques de données spectrales (Wiley 7n,

Nist 02, NBS75 k) ainsi que sur les données de la littérature.

II. 2.2 Etude de Dactivité catabolique de 1’a-pinéne par Penibacillus popilliae et
Streptomyces rochei

II. 2.2.1 Origines des deux souches

—> Peanibacillus popilliae 1C

La souche bactérienne 1C ATCC 14706 (AF 071861) utilisée dans cette étude a ét¢ isolée
a partir d'un sol contaminé par le pétrole brut provenant de la région Hassi Messaoud
(Algérie), elle a été isolée aprés enrichissement de la culture dans un milieu minimal avec le
pétrole brut comme la seule source de carbone et de I'énergie [S].

— Streptomyces rochei AB1

La souche Streptomyces rochei AB1 (GU434672) a été isolée a partir de la surface du sol
humide de Boufarik en Mars 2007. Cette région est connue par sa fertilité et une disparition

rapide de la matiére organique naturelle, par exemple: des acides humiques (HA) [6].

II. 2.2.2 Milieux de culture

- Tous les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage en cycle humide 20 min a
120 °C (Annexe 3) et leur pH est ajusté & 7.2 par les solutions : NaOH (0.1 N) et HCI
(0.1N).

- La fiole contenant le milieu doit étre fermée avec du coton et du papier aluminium.
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a. Milieux de repiquage

Concernant la souche Peanibacillus popilliae, le milieu LB (Luria Bertani) est utilis¢ comme
milieu de repiquage avec la composition : 10 g peptone ; 5 g NaCl ; 5 g extrait de levure et
20 g agar dans un litre d’eau distillée.
Pour la souche Streptomyces rochei, la souche a été repiquée sur deux milieux:
e Le milieu ISP2 solide: 4 g extrait de levure ; 10 g extrait de malte ; 4g glucose et
20 g d’agar dans un litre de I'eau distillée.
e ILe milieu ISP9 solide: 10 g Glucose ; 2,84 g (NH4),SO4; 2,38 g KH,POq4; 5,65 g
K,HPO,.3H,0; 1 g MgS04.7H,0 ; 20 g agar et 1 ml d‘une solution contenant (g /L) :
0,64 g CuS0,.5H,0; 0,11g FeSO,.7H,0; 0,79 g MnCl,.4H,0; 0,15 g ZnSO,.7H,0;
dans un litre de 1'eau distillée.

b. Milieux de préculture

La préculture est réalisée dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml des différents
milieux. La source de carbone différe selon les expérimentations. Des repiquages successifs

ont été effectués chaque 48H dans un milieu neuf.

— Préculture de Peanibacillus popilliae

Nous avons utilisé le milieu LB liquide (sans agar). Ce milieu a été utilis€ pour la

bioconversion.

— Préculture de Streptomyces rochei AB1

Nous avons utilisé le milieu ISPy pour la biodégradation et la bioconversion successivement :
o Composition du milieu pour la biodégradation (pauvre): 0.1 g Glucose; 2,84 g
(NH;),S0;; 2,38 g KH,POy4; 5,65 g K, HPO4.3H0; 1 g MgS0,.7H,0 et 1 ml d’une
solution d'éléments traces métalliques.
e Composition du milien pour la bioconversion (riche): 10 g Glucose; 2,84 g
(NH4);S0q; 2,38 g KH,PO4; 5,65 g K,HPO,.3H,0; 1 g MgS0O,4.7H,0 et 1 ml d’une

solution d'éléments traces métalliques.

Les flacons ont été scellés avec un coton cardé et incubés dans un incubateur statique a 30°C
pendant 48H.
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¢. Milieu de Muller Hinton

Le milieu MH a ét¢ utilisé dans le test d’inhibition des bactéries vis-a-vis 1’a-pinéne
en milieu solide, sa composition est la suivante : 300g d’infusion de viande de beeuf
déshydraté; 17,5g d’hydrolysate de caséine; 15g d’amidon de mais; 13g d’agar dans un litre
d’eau distillée. Le pH est ajusté a 7.4.

IL. 2.2.3 Repiquage des souches et préparation de précultures
— Repiquage des souches
Les ensemencements sont faits dans des conditions d’asepsies. Aprés un bon

. développement des colonies, on effectue un repiquage de chaque colonie sur les milieux LB
solide pour 1C et le milieu ISP2 et ISP9 pour AB1 (Figures 8 et 9).

i
v
3

Figure 8 : La souche Peanibacillus popilliae Figure 9 : La souche Streptomyces rochei

— Préparation de préculture

D’aprés les souches repiquées préalablement et aprés ’incubation statique, une colonie bien
séparée, est ensemencée dans des flacons de 250 ml contenants 50 ml du milieu LB liquide
pour 1C et les milieux ISP2 et ISP9 pour AB1.
IL 2.2.4 Préparation de la solution mére de I’a-pinéne

L'opération s'effectue dans des conditions aseptiques. Dans un flacon stérile contenant un
volume bien déterminé d'eau distillée stérile nous avons ajouté une quantité bien définie de
4 I’0-pinéne de fagon a avoir une concentration égale a 30 mg /ml. Etant donné que 1’a-pinéne

est non miscible avec 'eau c'est pour cela qu’une quantité de 0.2% (v/v) de tween 80 a €t
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ajoutée a la solution mére en vue d'obtenir un mélange homogene [90]. La solution mére a été
1]

filtrée sous flamme, sur des microfiltres stériles de 0,45 pm de diamétre de pores.

II. 2.2.5 Détermination de la gamme de concentration par le test d’inhibition

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 9 mm de
diametre) imprégnés d’une quantité d’extrait et déposés a la surface d’une gélose inoculée et
uniformément ensemencée par la suspension bactérienne a étudier. La diffusion de I’extrait a
partir du disque au sein de la gélose détermine un gradient de concentration.
Les microorganismes poussent sur toute la surface de la gélose sauf 1a ou elles rencontrent
une concentration d’extrait suffisante pour inhiber leur croissance dont on observe apres
incubation tout autour des disques une zone circulaire claire indemne de colonies, appelée
« zone d’inhibition » (Figure 10). La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre
d’inhibition en mm.
Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’extrait. Plus il est petit,

plus la bactérie est résistante [91].

Doite de pém
Enscanencement de la eciosc

e mappe par Lint de Pnocuhien i oclose AMucller Zlnton

Depot axeplique diua disque
mnbibe de hnile cssenticlle

Z: zone d'mhibition

Cros=mce ancobienne

Figure 10 : Schéma représentant une zone d’inhibition
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a. Mode opératoire

a. 1 Préparation de la solution physiologique a 0,9 % de NaCl

On dissous 0.9 g de NaCl dans 100 ml d'eau distillée, aprés quoi on répartit en tube & vis et
fond plat a raison de 9 ml par tube. On stérilise a l'autoclave & 121°C pendant 15 min. L’eau

physiologique sert comme un diluant des suspensions bactériennes.

a. 2 Préparation de la suspension bactérienne
- A partir d’'une culture pure de 18H, racler a 1’aide d’une anse de platine une

colonie bien isolée,

- Bien décharger I’anse dans 5 & 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%,

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne dans des conditions stériles en
utilisant un vortex jusqu'a rupture complete de la matiére solide, son opacité doit
étre a 0,5 Mac Farland [92],

- La suspension bactérienne peut étre ajust€ée en ajoutant, soit de la culture si elle

est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique si elle est trop forte.

a. 3 Préparation de la gamme de concentration de I’a-pinéne

Une gamme de concentration du o-pinene allant de 0.05 mg/ml jusqu’a 15 mg/ml a été

préparée en le dissout dans le méthanol.

a. 4 Ensemencement

La mise en évidence des zones d’inhibition de croissance s’effectue selon les étapes
suivantes:

Le milien MH gélosé en surfusion a été coulé en boites de Pétri (20 ml par boite), et
laissé a refroidir préalablement a tout ensemencement.

L’ensemencement des boites est effectué selon la méthode d’écouvillonnage, la gélose est
frottée en stries serrées a I’aide d’un écouvillon stérile, les boites sont séchées sous flamme
pendant 15 min. Puis des disques de 8 mm imprégnés par la solution de 1’a-pinéne qu’on
désire tester a différentes concentrations sont déposés délicatement a 1’aide d’une pince stérile
sur la gélose (2 disques par boite). Une boite témoin a été associée, afin de vérifier ’absence
de contamination pendant I’ensemencement et deux répétitions pour chaque dilution ont été

réalisées.
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a. 5 Incubation

Aprés 4H de pré-diffusion des solutions a 4 °C, les boites ensemencées sont portées a
I’incubation a I’étuve a une température 45 °C pendant 3 a 5 jours jusqu’a apparition d’une
bonne croissance bactérienne.

a. 6 Lecture

La lecture se fait par la mesure avec précision des diametres de zones d’inhibition

produites autour des disques apres 48H d’incubation & 45 °C.

IL 2.3 Etude de la bioconversion et la biodégradation de I’a-pinéne
IL 2.3.1 Bioconversion par Streptomyces rochei AB1
-> Mode opératoire

Un volume de 2 ml de préculture a été inoculé dans un flacon de 250 ml contenant 50
ml d’ISP9 riche. Le milieu de culture a été pré-incubé a I’obscurité dans un incubateur
statique a 30 °C pendant une semaine au cours de laquelle une bonne croissance bactérienne a
eu lieu.
Aprés 7 jours, la biotransformation a été initiée par ’addition directe de 10 mg / ml de ’a-
pinéne dans le flacon de culture dans des conditions stériles (stérilisation par micro-seringue
de 0,45 pm). Ensuite, les flacons ont été scellés avec du coton cardé et placés dans un

incubateur statique pendant 6 jours a 30 °C (Annexe 1).

IT .2.3.2 Bioconversion par Peanibacillus popilliae 1C
-> Mode opératoire
Un volume de 2 ml de préculture a été inoculé dans un flacon de 250 ml contenant 50
ml de milieu LB liquide. La biotransformation a ét¢ initiée par I’addition directe de 10 mg /ml
de I’a-pinéne dans le flacon de culture dans des conditions stériles (stérilisation par micro-
seringue de 0,45 um). Ensuite, le flacon a été scellé avec du coton cardé et placé dans un
incubateur statique a 45°C pendant une semaine. La durée de I’expérience de la bioconversion

¢était d’une semaine (Annexe 1).

II .2.3.3 Biodégradation par Streptomyces rochei AB1
- Mode opératoire
L’expérience de la biodégradation par AB1 a été réalisée suivant les mémes €tapes que

celles de la bioconversion, la seule différence est dans le milieu de préculture utilisé (le milieu
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riche ISP9 utilisé dans la bioconversion a été remplacé par le milieu pauvre ISP2 dans la

biodégradation). Le suivi de la cinétique de la biodégradation est assuré pendant une semaine
(Annexe 1).

II .2.3.4 Extraction des métabolites
L’extraction des produits de bioconversion et de biodégradation de I’o-pinéne a été

effectuée aprés 1’élimination du culot bactérien (Annexe 2) par la centrifugation (figure 11) :

v" Extraction 1 (Bioconversion par Streptomyces rochei AB1) :

Centrifugation : 12000 tours pendant 60 min

Volume du surnageant : 46 ml

v' Extraction 2 (Bioconversion par Peanibacillus popilliae 1C) :

Centrifugation : 12000 tours pendant 60min

Volume du surnageant : 38 ml

v" Extraction 3 (Biodégradation par Streptomyces rochei )

Centrifugation : 12000 tours pendant 60min

Volume du surnageant : 40 ml

- Le surnageant a été extrait avec de I’éther diéthylique (2 x 50 ml pour la 1°°

extraction, 2 x 45 ml pour la 2™ 3¢éme

extraction et 2 x 50 ml pour la extraction).

- La phase organique biologiquement active a été séchée sur du sulfate de sodium

anhydre et filtrée en utilisant du papier filtre Whatman.

- Le solvant a été évaporé par le rotavapeur pour donner des produits réactionnels purs
(Annexe 2).

- Quelques microlitres d’acétate d’éthyle ont été ajoutés a ’extrait sec afin de I’analyser

directement par GC-MS.
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Figure 11 : Schéma représentant les étapes d’extraction des nouveaux métabolites obtenu par

la bioconversion et la biodégradation de 1’o-pinene

II. 2.4 Etude la photodégradation

IL. 2.4.1 Généralités sur la phodégradation par les rayonnements hauts énergie Cs-137
Le traitement ionisant envoie sur la cible des particules de haute énergie : électrons

accélérés par des accélérateurs ou particules assimilées a des photons pour le rayonnement

gamma. En arrivant en contact des atomes de la cible, les particules €jectent des €lectrons a

partir des couches superficielles. Un effet ionisant a lieu. Ces électrons, dits primaires,

jonisent les molécules du milieu, d’ou formation d’électrons secondaires ayant une énergie
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suffisante pour ioniser d’autres molécules. Ce phénoméne appelé effet Compton, se poursuit
jusqu’a ce que I’énergie du dernier électron soit équivalente a 1’énergie de rupture d’une
liaison chimique au sein d’une molécule [93].

Les sources de rayonnements ionisants sont diverses : les électrons accélérés, le rayonnement
X, le rayonnement gamma issus d’une source radioactive de Cobalt ¢0Co ou de Césium 137Cs
[94]. Les radionucléides soCo et 137Cs ont ét¢ largement utilisés pour 1’irradiation des denrées
alimentaires.

Les propriétés radioactives du Césium sont utilisées pour la production de sources & visées
industrielles et médicales, en exploitant son rayonnement y. Dans I’industrie, le Césium est
utilisé dans des irradiateurs pour la stérilisation des aliments.

Dans le secteur médical, dans certaines radiothérapies (brachythérapie), une source de Césium
radioactif est introduite au plus proche de la tumeur grice a un cathéter. Le Césium 137 est
aussi utilisé pour irradier les produits sanguins, dans le but d’inhiber la division
lymphocytaire pour prévenir les risques post-transfusionnels chez des patients receveurs
immunodéprimés.

— Mode opératoire

Dans un tube bien fermé, 20 mg de I’a-pinéne pur a I’état liquide est introduit et
déposée horizontalement en face la source du rayonnement de Cs-137 pendant 15 min (Figure
12). A la fin de I'opération, la masse d’ I’a-pinéne est diluée dans ’acétate d’éthyle et

soumise a une analyse par CG/SM.

Figure 12 : la source radioactive de Cs-137

29



II. 2.4.2 Généralités sur la photodégradation par les rayons UV

La photodégradation sous 1’effet de rayonnements ultraviolets constitue I’une des voies
de dégradation abiotique [95]. Ce processus de dégradation, peut avoir lieu a la surface du sol,
dans I’air, ou dans les eaux de surfaces.
La photodégradation a été réalisée a 1’aide d’une lampe UV a 254 nm (Annexe) contenu dans

un systeme fermé qui comporte un ventilateur (Annexe 3).

— Mode opératoire

Dans un bécher, une masse de 50 mg de a-pinene a ¢€té introduite et placée
verticalement sous la lampe pendant 60 min. Enfin d’opération, la masse d’a-pinéne est diluée

dans I’acétate d’éthyle et soumis a une analyse CG/SM.

IL. 2.5 Analyse par Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de
Masse des métabolites secondaires obtenus

L’analyse des produits obtenus a ¢té effectuée en utilisant le méme appareil
(chromatographe de type HP 6800 couplé a un spectrometre de masse de type HP MSD 5973)
et dans les mémes conditions opératoires utilis¢ lors de I’analyse du o-pinene.
L’identification des composés a été effectuée en se basant sur les banques de données

spectrales (Wiley 7n, Nist 02, NBS75 k) ainsi que sur les données de la littérature.
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Absorbance

II. 3 Résultats et discussions

IL. 3.1 Analyses préliminaire de I’a-pinéne

IL. 3.1.1 Analyse par Spectrophotométrie Infrarouge a transformée de Fourier de I’a-
pinéne

Le spectre IRTF de 1’a-pinene préparé dans le dichlorométhane avec une concentration de 5

mg.ml” est représenté par la figure 13.
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Figure 13 : Spectre IRTF de I’a-pinéne

Le spectre de 1’a-pinéne montre des bandes situées a 2955 et 2836 cm™ lides aux
vibrations des groupements CH, et CHj, et une faible bande a 1656 cm'™ correspondant a la
vibration d’allongement des liaisons C=C. On peut constater la présence d’une bande vers
1365 cm'™ caractéristique des groupes CH, et CH; Donc d’aprés ce spectre on constate que

I’a-pinéne utilisé lors du travail est pur.

IL 3.1.2 Analyse par Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectroscopie de

Masse de I’a-pinéne
Le profil chromatographique obtenu par CG/SM (figure 14) montre un seul pic
correspond a I’a-pinene avec un temps de rétention de 2,8 min, ce qui indique la pureté de

grade analytique de 1’a-pinéne utilisé lors de nos manipulations.
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Figure 14: Spectre de CG/SM de I’a-pinéne

II. 3.2 Détermination de la gamme de concentration par le test d’inhibition de la souche
Peanibacillus popilliae

Nous avons utilisé la gamme de concentration en substrat (o-pinene) suivante : 0.05,
0.5,1,5,8, 10 et 15 mg/ml. Nous avons constaté qu’aucune zone d’inhibition n’est apparente
(figure 15), ce qui peut étre interprété par la résistance de Peanibacillus popilliae vis-a-vis de

notre substrat qui ne présente aucun effet toxique sur la souche.
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L’absence des zones d'inhibition pourraient étre également liées a des phénomeénes de
volatilisation et le révélées dans nos résultats par la volatilisation et le faible degré de
diffusion de I’a-pinene sur la gélose.

En se basant sur ces résultats, nous avons choisi la concentration de 10 mg/ml pour la
suite du travail. Concernant la souche Streptomyces rochei, nous avons choisi fortuitement la

meéme concentration, soit 10 mg/ml, pour réaliser la bioconversion et la biodégradation de 1’a-

pinene.

Les concentrations Smg/ml et La concentration 10 mg/ml La concentration 15 mg/ml
8 mg/ml

Figure 15 : Tests d’inhibition de 1’a-pinéne vis-a-vis de la souche Peanibacillus popilliae

I1. 3.3 Bioconversion de I’a-pinéne par Peanibacillus popilliae et Streptomyces rochei
IL. 3.3.1 Bioconversion de I’a-pinéne par Peanibacillus popilliae

L’o-pinéne soumis a des tests de bioconversion par la souche Peanibacillus popilliae a
permis de récupérer une phase organique (mélange de métabolites). L’analyse par CG/SM de
la phase organique a montré le profil chromatographique donné par la figure 16. L’examen du
chromatogramme révele la présence de plusieurs produits, ce qui indique que I’a-pineéne a
subi une bioconversion. L’identification des différents produits a été faite en se basant sur les
banques des données spectrales (Wiley 7n, Nist 02, NBS75 k) ainsi que sur ’examen des
spectres de masse des différents produits. Le tableau 3 regroupe les différents métabolites

obtenus.
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Figure 16 : (a)- Profil chromatographiques des métabolites secondaires obtenus par la bioconversion de la-pinéne par Peanibacillus popilliae
(b)- Agrandissement (zoom) du profil chromatographique



Tableau 3 : Métabolites obtenus par bioconversion de 1’a-pinéne par Peanibacillus popilliae

Numéro Temps de Nom Systématique Nom trivial Formule
de pics rétention
(min)
1 3.138 6,6-Dimethyl-4-methylenebicyclo [3.1.1] hept-2-€ne Verbénene CioHis
2 4.861 2, 7, 7-Trimethyl- 3-oxatricyclo [4.1.1.0 (2.4)] octane o~ pinéne époxyde Ci0H;60
3 5.423 4, 6, 6-trimethyl-bicyclo [3.1.1] hept-3-€n-2-ol (+)-cis-Verbénol CioH160
4 5.770 p-Mentha-1,5-dien-8-o0l o-Phellandréne-8-ol Ci10H160
5 5.865 1-methyl-4- (1-methylethyl)- Cyclohexéne Carvomenthene CioHis
6 6.076 5-methyl-2-(1-methylethyl)- phénol Thymol Ci0H140
7 6.081 Methanol, a, a, 4-trimethyl-benzeéne p-Cymen-8-ol CioH140
8 6.182 1,3,3-trimethyl-bicyclo (2.2.1) heptan-2-ol, B-Fenchol CioHi150
9 6.292 6,6-dimethyl-bicyclo [3.1.1] hept-2-éne-2-methanol Myrtenol CioHi6
10 6.538 4.,6,6-trimethyl bicycle [3.1.1] hept-3-én-2-one Verbénone Ci0H140
11 6.674 p-Mentha-6,8-dien-2-o0l Trans (+) carvéol Ci10H160
12 7.342 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-1,3-Cyclohexadiéne ou 1,3,8-Menthatriéne CioHi4
13 10.129 (1R, 5S) 5-hydroxy-a, o, 4-trimethyl-1-methanol-3-Cyclohexene Trans (-) Sorbérol C10H150,
(+) Campholenic
14 10,932 aldehyde CioH160

(1R) 2, 2, 3-trimethyl-3-Cyclopentene-1-acetaldehyde




La figure 17 illustre les voies de bioconversion de 1’a-pinéne par la souche Peanibacillus

OH o
b-fenchol

A a-pinéne epoxide
& p-cymene-8-ol
Verbenéne ﬁ
Verbenone
HO :

popilliae :

€

Verbénol

N/

Carvéol CH,OH

/ e \
/ l \ Myrténol
OH
N
OH
trans-sobrérol
OH

a-phellandréne-8-ol

Carvométhane

Figure 17 : Voies de bioconversion de 1’ a-pinéne par Peanibacillus popilliae

IL. 3.3.2 Bioconversion par Streptomyces rochei

L’o-pinéne soumis a des tests de bioconversion par Streptomyces rochei a permis de
récupérer une phase organique (mélange de métabolites). L’analyse par CG/SM de la phase
organique a montré le profil chromatographique donné par la figure 18, et le tableau 4

regroupe les métabolites secondaires obtenus.
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Figure 18 : (a)- Profil chromatographiques des métabolites secondaires obtenus par la bioconversion de 1’a-pinéne par Streptomyces rochei
(b)- Agrandissement (zoom) du profil chromatographique



Tableau 4 : Métabolites secondaires obtenus par la bioconversion de 1’a-pinéne en utilisant la souche Streptomyces rochei.

methanol

Numéro | Tr (min) Nom systématique Nom trivial Formule

de pics
1 3.782 1-methyl-3-(1-methylethyl)-benzéne B-Cymene CioHi4
2 3.825 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-Cyclohexéne d-limonene CioHis
3 3.877 1, 3, 3-trimethyl-oxabicyclo [2.2.2] octane 1,8-cinéole C10H150
4 4.148 3, 7, 7-trimethyl-bicyclo [4.1.0] hept-3-éne A-3-Carene CioHis
5 4.557 3,7-Dimethyl-2,6-octadienal (Z) cis-citral Ci10H160
6 5.736 6,6-dimethyl-2-methyléne-3-oxobicyclo [3.1.1] heptane Pinocarvone Ci10H1.O
7 5.865 (1a, 2B, 5a) -5-methyl-2(1-methylethyl)- Cyclohexanol Menthol CioHyo
8 6.076 5-methyl-2-(1-methylethyl)- phénol Thymol Ci0H140
9 6.182 1,3,3-trimethyl- bicyclo [2.2.1] heptan-2-ol B-Fenchol Ci0H;50
10 6.292 6,6-dimethyl-bicyclo [3.1.1] hept-2-éne-2-methanol Myrtenol CioHis
11 6.538 4.6,6-trimethyl-bicyclo [3.1.1] hept-3-en-2-one Verbénone C10H140
12 6.674 p-Mentha-6,8-dien-2-ol Trans-carveol CioH160
13 7.339 2,3-Epoxycarane Ci0H160
14 8.328 2,2-Dimethyl-3-methylenebicyclo [2.2.1] heptane Camphene CioHis
15 8.509 3-methyl-6-(1-methylethylidéne)- 2-cyclohexen-1-one Piperitenone C10H140
16 10.129 (1R,5S) a, 0, 4-trimethyl- 5-hydroxy-3-Cyclohexéne-1- Trans - Sorbérol CioH150;




La figure 19 illustre les voies métaboliques de la bioconversion de [’a-pinéne par

Streptomyces rochei
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Figure 19 : Voies de bioconversion de 1’ a-pinéne par Streptomyces rochei

I1. 3.4 Biodégradation par Streptomyces rochei

L’a-pinéne soumis a un test de biodégradation a permis de récupérer une phase organique
(mélange de métabolites).

L’analyse par CG/SM de la phase organique a montré le profil chromatographique donné par
la figure 20.
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Figure 20: (a)- Profil chromatographiques des métabolites secondaires obtenus par la biodégradation de I’o-pinene par Streptomyces rochei
(b)- Agrandissement (zoom) du profil chromatographique



L’identification des différents produits a été faite en se basant sur les banques des

données spectrales (Wiley 7n, Nist 02, NBS75 k) ainsi que sur les données de la littérature. Le

tableau 5 regroupe les différents métabolites obtenus par la biodégradation de I’a-pinéne en

utilisant la souche Streptomyces rochei.

Tableau 5 : Métabolites secondaires obtenus par la biodégradation de I’a-pinéne en

utilisant la souche Streptomyces rochei.

Numeéro | Tr (min) Noms chimiques Noms Formule
de pics systématique brute
1 5.433 (1o, 2a, 5a) 4,6,6-trimethyl, bicyclo [3.1.1] Trans- Ci0H160
hept-3-en-2-ol verbénol
2 6.189 a, 0, 4-trimethyl-1-methanol-3-Cyclohexene a-terpinéol | C;oH;50
3 10.088 (1IR,5S), 5-hydroxy-a, a, 4-trimethyl-1- Trans- Ci0H;30,
methanol-3-Cyclohexéne Sorbérol

La figure 21 illustre les voies métaboliques de la biodégradation de I’a~pinéne

a-pinéne

X

-~

OH Verbénol gt

a-terpinéol

OH

trans-sobrérol

Figure 21 : Voies de biodégradation de I’ a-pinene par Streptomyces rochei
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L’examen des tableaux 3, 4 et 5 ainsi que des figures 16, 18 et 20 révele que 1’o-
pinene a subit au cours de la bioconversion et la biodégradation par les deux souches
Peanibacillus popilliae et Streptomyces rochei une dégradation totale. En comparaison par
rapports aux données de la littérature on se rend compte que des produits comme le verbénol
et le verbénone, obtenus dans le présent travail, ont été également constatés lors de
bioconversion de 1’a-pinéne en utilisant successivement Aspergillus niger, Penicillium Sp et
Bacidomycétes. Le pinocarvone et le carvéol ont été relevés dans la bioconversion de 1’a-
pinene par Bacillus pallidus, toutefois, le limonene et le trans sobrerol ont été obtenus par
Pseudomonas PX1 et par Armillariella mellea. D’autre part, les données de la bibliographie
reportent, comme métabolites de la bioconversion de 1’ o -pinene, 1’obtention de 1’a-terpinéol,
I a-pinéne oxide et le Myrtenol respectivement par Nicotiana tabacum, Candida tropicalis et
pseudomonas sp et fluoroscens. [89] [96]

Il y a lieu de souligner que le Verbenéne, a-phellandréne-8-ol, Thymol, B-fenchol,
Carvomenthéne, B-cymene, 1,8-cinéole, A -3-caréne, Cis-Citral, Menthol, Camphene et le
Piperitenone ont été identifiés pour la premiére fois, comme produits de bioconversion de

pinéne, par les deux souches Peanibacillus popilliae et Streptomyces rochei.

II. 3.5 Photodégradation de I’a-pinéne par les rayons UV et les rayonnements haute
énergie de Cs-137

L’a-pineéne pur a I’¢tat liquide soumis a la photodégradation par les différents types de
rayonnement a permis 1’obtention de nouveaux métabolites.
L’analyse par CG/SM de I’a-pinéne a montré deux profils chromatographiques donnés par les
figures 21 et 22.

42



ABDuncdance
M IC: E=Z.DN daataa .o rms
=Z2=—mooco0o
210000 4
200000 4
1TSS ocoo0o
TS O0O0O0o
a1 TFToocoo
TS ococ0cOo
TS OO0O0O0O
11O O0O0OO
T33O0 O00
1T =moo0o00o
T 1T OO0 O0OoO
T OOOoDOOoO
DSOOoOO0OoO

So0000 4

TTOOOO 4 H
(== Qe L L]
S O0O0000 N

OO O0O

et =Y=Y=1 AT Nt AN, T . TTOR, ., SRR - - ST, L. N e N s

=.00 =. 50 a.o0o a .50 s. 00 s. 5o s . oo s.S50o - .00

T irme ——=

Figure 22 : Profil chromatographiques des métabolites secondaires obtenus par la photodégradation de la-pinéne par les rayons UV
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Figure 23 : Profil chromatographiques des métabolites secondaires obtenus par la photodégradation de la-pinéne par les rayonnements haute énergie de Cs-137



L’identification des différents produits a été faite en se basant sur les banques des
données spectrales (Wiley 7n, Nist 02, NBS75 k). Nous avons constaté que la
photodégradation par UV et par le rayonnement haute énergie meénent aux métabolites, en
I’occurrence, le camphene et I’a-pinene époxyde. Le tableau 6 regroupe les métabolites

obtenus par photodégradation de I’a-pinéne en utilisant les rayons UV Cs-137.

Tableau 6 : Métabolites secondaires obtenus par la photodégradation de I’a-pinéne par les

rayons UV et les rayonnements haute énergie Cs-137

Numéro | Tr (min) Nom Systématique Nom trivial Formule
de pics
1 3.150 2,2-Dimethyl-3-methylenebicyclo [2.2.1] heptane Camphéne CioHis
2 4.762 2,7, 7-Trimethyl- 3-oxatricyclo [4.1.1.0 (2.4)] octane 0~ pinéne Ci10H160
€poxyde

La figure 23 illustre la voie de la photodégradation de I’a-pinene par les rayons UV et les
Cs-137

a-pinéne

Camphéne a-pinéne époxyde

Figure 23 : Voies de photodégradation de 1’ o-pineéne par les rayons UV et les rayonnements hauts énergie
Cs-137

L’obtention des métabolites identiques lors de la photodégradtion par deux voies
différentes, indique que le mécanisme de dégradation chimique de I’a-pinéne est similaire

dans les deux cas. Autrement dit, les intermédiaires réactionnels sont identiques.
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Conclusion générale

Le présent travail a été consacré a I’étude de la bioconversion et la biodégradation de
I’ o~ pinéne par les deux souches bactériennes peanibacillus popilliae et Streptomyces rochei.
I1 a porté également sur la photodégradation de I’ a- pinéne par un rayonnement UV et par
rayonnement haute énergie de Cs -137.

L’analyse préliminaire par la spectrophotométrie Infrarouge a Transformé de Fourrier
(IRTF) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométric de Masse
(CG/MS), a montré la pureté du métabolite utilisé dans nos manipulations.

Afin de déterminer la concentration des réactions de bioconversion et de
biodégradation, nous avons réalisé une série de tests d’activité qui nous a permis d’estimer la
concentration d’inhibition & 10 mg/ml. La valeur de cette concentration a été utilisée pour la
suite de nos experiences sur la bioconversion et la biodégradation. La bioconversion de 1’ a
pinéne par la souche peanibacillus popilliae, a permis d’obtenir un mélange de métabolites,
notamment des monoterpénes, comme: le [ -fenchol; l’o- pinéne époxyde; le
Verbenone ; le Verbenol ; le Myrténol ; ’a- phéllandréne -8 -ol ; le Carvométhane ; le
Thymol ; le trans- Sobrérol; le Carvéolet le Verbenéne. En utilisant la souche
Streptomyces rochei, la bioconversion de I’a-pinéne a mené a des métabolites relativement
identiques a ceux obtenus précédemment, on peut citer : le B-fenchol ; le Menthol ; la
Verbenone ; le 1,8-Cinéole ; le Myrténol ; la Pipériténone ; le Limonéne ; le Thymol ; le
trans- Sobrérol ; le Carvéol ; I’a -Terpineol; le cis- Citral ; le Camphéne ; le A- 3-
caréne ; le Pinocarvone et le B-Cyméne.

La biodégradation de 1’a pinene par la souche peanibacillus popilliae n’a pas mené a
des résultats concluants. Toutefois, la biodégradation du métabolite par Streptomyces rochei
a permis d’obtenir : ’a-Terpineol ; le Verbenol et le trans- Sobrérol.

La photodégradation de I’ a pinéne par un rayonnement UV et par un rayonnement
haute énergie Cs-137 a révele la présence de deux métabolites, identiques pour les deux voies
de photodégradation, a savoir : I’a- pinéne époxyde et le camphéne.

Cette ¢tude nous a permis de comprendre, d’estimer et d’évaluer I’importance du
choix des souches bactériennes mais aussi [’élaboration des conditions optimales de

bioconversion et/ou de biodégradation.
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