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RÉsuMÉ 

La pollution de l'environnement est maintenant un problème d'ampleur mondiale. 

Plusieurs technologies de décontamination existent mais le traitement biologique possède 

de nombreux avantages potentiels. La biorestauntion implique l'utilisation de micro- 

organismes pour dégrader des substances organiques polluantes en sous-produits 

inoffensifs. Les technologies de biorestauntion ne sont cependant pas encore largement 

employées. La principale raison est surtout la difticulti à en prévoir les performances et 

résultats. Ceci s'explique en bonne partie par le manque de compréhension du 

comportement des populations microbiennes dans l'environnement. 

L'efticacité de la biorrstauration est limitée par la faible biodisponibilité de certains 

contaminants hydrophobes et insolubles. tels les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP). Les contaminants doivent Ctre accessibles aux micro-organismes 

afin de servir de substnt et ainsi dtre dégradés. La biodisponibilite limite la vitesse et 

l'étendu de la restauration du site contaminé. Néanmoins. certains micro-organismes ont 

développé des adaptations physiologiques leur permettant d'accéder aux substrats 

hyârophobes peu biodisponibles pour d'autres micro-organismes. Le contact direct par 

adherence sur le substrat et la production de biosurfactants représentent les deux 

micanismrs microbiens les plus souvent citks. 

Cette thèse constitue la poursuite du projet de recherche amorcé lors de ma maîtrise. Les 

premières bactéries capables de croître en utilisant des HAP comme seule source de 

carbone tout en produisant des biosurfactants avaient alors été isolées. Ces souches de 

Psetîdornonus umrginosu possèdent la capacité de produire des biosurfactants ainsi que 

de modifier 1 'hydrophobicité de leur surface externe lonqu'elles utilisent autant les 

alcanes linéaires que les HAP comme substrat. P. uenrginosa est une espèce bactérienne 

très versatile retrouvée partout dans l'environnement. Elle est entre autres reconnue pour 

sa capacité à s'attacher aux surfaces et y former un biofilm. De plus. les bactéries 

étudiees dans le cadre de ce projet de recherche demeurent les seules ayant été rapportées 



capables de produire des biosurfactants autant sur les alcanes lineaires liquides et solides 

que sur les H M .  

P. urniginosa produit des glycolipides extracellulaires somposes de L-rhamnose et 

d'acides _ms Mydroxy. Ces substances possèdent des propriétés tensioactives. et sont 

donc considéréa comme des surfactants. mais leur rôle physiologique chez cette bactérie 

reste incertain. Les rhamnolipides sont synthetisés par deux rhamnosyltnnsfërases. la 

premiére i tmt coder par I'opéron rhL-fB. RhlB est l'unité catalytique de 13 

rhümnosyltr3nsf~rrisr. La protPine Rhl.4 est essentielle pour la synthkse des 

rhamnolipides mais sa fonction est inconnue. 

L'objectif de ce projet de recherche consistait 3 préciser Ie mode d'ciccrssion utilisk par 

P. drnrginusu atin d'assimiler les hydrocarbures aliphatiques et polyaromatiques. Deux 

mtic<tnismcs physiologiques ont 216 2tudit.s : [ 1 ]  I'hydrophobicité de la surface cellulaire 

Cr xihkrençc aux substrats et [ 2 ]  la production de biosurhctants. en particulier les 

rhmmoiipides. Plus spticifiquemrnt. nc?s objectifs 6tairnt de conf iner  que Ia production 

Ilr rharinoii~idrs fk i i te  la sr~issancr de cette bactérie sur les dcminzs liquides et v&-ificr 
. . 

s :Is Irivarisè~t mssi I'accrssion aux hydrcciirbures i l ' h t  solide. Ce plus. nous voulions 

invesiiguer l' inpi  i c ~ i o n  potentiel le des biosurt3ctlints dans les changements 

d'hydrophobiciti de 13 surtict. ceMaire. 

L'approche s ~ ? i o ~ é c  3 sonsisri i sicirer un murant de P. wnrgkzosu 57RP 

ipiçiiiquemenî icxti;.i dans la synthksr Lies rharnnolipidss puis compare: sa apaciti  de 

biodigrxirition et $es cmctimtiques phinotypiques i 13. souche d'origine lorsque cultiv2 

;iwc ifes hycirocrirbures comme seul substrat. 

-- 
La ioucke : : Ri> urilisr facilement Iss ~-alcanes somme source de carbone et d'insrgir. 

C-pencimr. uxe $-sr de Irircncr d'uns durée variable 3 roujouri &i obsen-ie Ivant 1s 

Jibut dt la cioisz~inct signifiariw sur les alcanes liquides. La fin de cette dernikre 



coïncidait avec l'émergence de variants phénotypiques de type S très adhérents et 

spécialisés dans la formation de biofilrns. Ces formes phénotypiques alternatives de 57RP 

croissent npidement sur les alcanes liquides sans phase de latence. La création d'une 

population phénotypiquement hiterogene par une mécanisme nommé «variation 

phénotypique)> est une stratégie fréquemment employée par les bactéries pour s'adapter 

rapidement aux changements de conditions environnementales. II est probable que 

I'Cmergence de ces variants soit nécessaire ji la croissance de la souche 57RP sur les 

alcanes liquides. La pCt-iode de latence dans les cultures sur alcanes liquides est donc 

vraisemblablement attribuable au temps nécessaire pour que les vanants S. en faible 

proportion dans l'inoculum de départ. soient en nombre suffisant pour produire un effet 

significatif. puisqu'ils seraient les seuls capables de croitre directement à la surface du 

substrat hydrophobe liquide. 

Nos rksultats ont demontre que la rapaciti de produire des rhamnolipides favorise. 

quoique faiblement. la croissance de P. urniginosu sur les alcanes linéaires a l'état 

liquide. La présence de rhamnolipides dans le milieu extracellulaire ne semble toutefois 

pas nicessaire. Dans les conditions de ciilture ou une différence a été obsewée sur les 

alcanes liquides. la croissance sur les substnrs solides tels que les n-alciines en dessous 

du point de fusion et les HAP n'a pas été affectée par l'incapacité de produire des 

biosurfactants. De plus. aucune phase de latence n'a été observée. Ceci s'explique 

probablement par l'observation que l'émergence de variants S n'est apparemment pas 

nécessaire pour la croissance sur les hydrocarbures solides. Cependant, certains résultats 

préliminaires obtenus avec un milieu de culture favorisant la production de rhamnolipides 

suggèrent que la présence de rhamnolipides dans le sumagant puisse promouvoir la 

croissance sur l'octadécane et le phénanthrène. 

Une comparaison de la croissance sur les n-alcanes entre plusieurs souches de P. 

urnrginosu a démontré que certaines possédent naturellement un phénotype particulier 

leur permettant d'utiliser plus npidement ces substrats hydrophobes. Les tests ont 



confirmé que. à l'image des variants S de la souche 57RP, ces souches Rapides possèdent 

une surface externe hydrophobe et sont particulièrement efficaces dans la formation d'un 

biofilm. De plus. au contraire des souches Lentes. elles ne présentent pas de phase de 

latence et ne nécessitent pas l'émergence de variants S. Les résultats indiquent que la 

croissance de P. oenrginosu sur les alcanes linéaires liquides nécessite i'aptinide à former 

un biofilm. De plus. la croissance légèrement ralentie du mutant rhIA suggère que les 

rhamnolipides jouent un rôle dans ce processus. 

Une nouvelle classe de biosurfactant en plus des rhamnolipides a Cté trouvée chez P. 

uerzrginosu. Nous avons Stabli que. contrairement j. ce qui est accepté dans la littérature, 

la protéine RhlA n'est pris une sous-unité de la rhamnosyltnnsférase I mais plutôt une 

enzyme directement impliqu6e dans la synthkse des dimères lipidiques précurseurs des 

rhamnolipides. Nous avons aussi découvert que cette mixture de dimère lipidique n'est 

pas cntikrernent utilisie pour la synthiise des rhamnolipides et qu'une partie est excrétie 

par la bactérie. Or ces lipides démontrent des propriétés tensioactives. Afin de souligner 

son rôle comme agent mouillant nécessaire pour le «swarming» chez P. ueniginosu. ce 

nouveau biosurfactant a été nommé ((acruwettine)). En effet. nous avons découvert que 

l'expression du gène rhl.4. probablement via la production d'aeniwettine. est nécessaire 

pour coloniser rapidement la surface d'une gélose grâce la motilité du type «swarming». 

L'étude de mutafits rhl.4 et rhlB a démontré que l'aeruwettine est essentielle pour le 

(wvarminç». mais pas la production de rhamnolipides. 

Puisque le mutant rhi.4 manifestait une tendance beaucoup plus prononcée à l'agrégation 

cellulaire que la souche d'origine. nous avons proposé que les rhamnolipides et/ou 

l'aeruwettine puissent jouer un rôle dans le détachement et la dispersion des cellules 

associées à un biofilm. Tout comme le «swarming», la formation d'un biofilm est un 

processus complexe nécessitant une action concertée et coordonnée d'une population 

microbienne. La phase de dissémination est I'itape la moins bien caractérisée dans le 

développement des biofilms. Le processus de développement d'un biofilm par les 



mutants rhLi et rMB était effectivement différent de la souche d'origine. ce qui appuie 

I 'hypot hise que les biosurfactants soient impliqués dans l'interaction des cellules avec les 

surfaces et interfaces. 

Nous concluons que P. uenrginusu ne produit pas les rhamnolipides et I'aemwettine dans 

le but précis de faciliter I 'assimilation des substrats hydrophobes. Ces biosurfactants 

apparaissent plutôt impliques dans l'interaction de la bactérie avec les surfaces, 

probablement comme médiateurs du dktachement etiou de la dispersion des cellules 

associées a une surthce sous forme d'un biofilm. 

La présence indispensable des variants S. et l'avantage des souches naturellement 

adhérentes («Rapides»). ont fait ressortir la nCcrssitC pour [es bactéries de s'attacher pour 

croitre sur les alcanes liquides quand Ir substrat n'a pas été préalablement émulsionné ou 

solubilisi.. La capacité des micro-organismes à adhérer aux surfaces semble le mécanisme 

Ir plus important permettant la croissance sur les substrats hydrophobes. De plus, i l  est 

très probable que les molécules amphiphiles (surfactants) produites par les micro- 

organismes interviennent dans ce processus. 
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ABSTRACT 

Pollution of the environment is now a world-w ide concern. Several decontamination 

technologies exist but biological processes offer many potential benefits. Bioremediation 

involves the use of microorganisms to degrade polluting organic substances into 

innocuous b y-produc ts. Un fortunatel y. bioremediation processes are not regularl y utilised 

yet. The principal reason appears to be the difficulty of predicting their performances and 

end-results. This is Iargely explained by the lack of undentanding of the behavior of 

microbial populations in the environment. 

The cffectiveness of bioremediation is often limited by the weak bioavailability of some 

hydrophobic and insoluble contaminants. such as polycyclic aromatic hydrocarbons 

(PAHs). The contaminrints must be accessible to the microorganisms in order to be used 

as substntes and hsnce be degraded. Bioavailability lirnits the rate and rxtent of 

rernediat ion of contam i nated sites. Newtheless. some microorganisms have developed 

specific physiological adaptations allowing them to access hydrophobic substntes that 

are poorly bioavailable to other microorganisms. Direct contact by adherence to the 

hydrophobic compound and production of biosurfactants represent the two rnost oflen 

quoted rnicrobial mschanisms. 

This thesis repressnts the continuation of the research project 1 started dunng my 

blaster's degree. The tint bacteria able to grow by using PAHs as the only source of 

carbon while producing biosurfactants was then isolated. These Psez~dumonus ueniginosa 

stnins have the capacity to produce biosurfactants and to modify the hydrophobicity of 

their extemal surface when thry use linear alkanes or PAHs as substnte. P. urniginoso is 

a very versatile bacterial species found everywhere in the environment. Among other 

features. it is recognized for its ability to attach to most surfaces and fonn a biofilm. 

bforeover. the bactena studied in this research project remain the only ones having been 

reported being able to produce biosurfactants both on solid or liquid linear alkanes and on 

PAHs. 



P. ueruginosu produces extracel Mar glycol ipides made up of L-rhamnose and 3- 

hydroxyfatty acids. These substances have surface-active properties. and are thus 

regarded as surfactants. but their physiological rolr remains in fact ambiguous. The 

synthesis of rhamnolipids is catalysed by two rhamnosyItransfenses. the first one being 

coded by the rhL4B operon. RhlB is the catalytic unit of the rharnnosyltnnsfense. The 

Rhlh protein is essential for the synthesis of rhamnolipids but its fûnction is unknown. 

The aim of this rcsrarch project consisted in specifying the accession mode used by P. 

uenïginosu to assimilate aliphatic and polyarornatic hydrocarbons. Two physioiogical 

rnechanisms were studicd: [Il the hydrophobicity of the cellular surface and the 

adherencr to substri-tes and [ I l  the production of biosurfactants. çspecially rhamnolipids. 

Panicularly. Our objectives were to confinn that production of rhamnolipids promotes 

g o w h  of this bacterium on liquid alkanes and examine if it supports also the uptake of 

solid-state hydrocarbons. Moreover. wr wantrd to investigate the potential involvement 

of biosurfactants in the variations of hydrophobicity of the cellular surface. 

The stntegy used consisted in grnenting a mutant of P. urniginosu 57RP specifically 

inactivated in its ability to symthrsise rhamnolipids and then compare its phenotypic 

characteristics (ix. nies of growth and biodegadation) to the wild-type stnin when 

cultivated with hydrocarbons as onIy substnte. 

Stnin 57RP easily uses N-alkanes as sole source of carbon and energy. However, a lag 

phase of variable length was always observed before the onset of significant growth on 

liquid alkanes. The end of the Iag corresponded with the appearance of very adherent 

phenotypic variants of the bacteria specialized in the formation of biofilms (S fonn). 

Thrse alternative phenotypic forms of 57RP grew npidly on liquid alkanes without lag 

phase. Creation of a phenotypically heterogeneous population by a mechanism named 

«phase variation>) is a stntegy fkequently used by bacteria to quickly adapt and survive to 
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changes in environmental conditions. It is likely that the emergence of these variants is 

necessary to the growth of stmin 57RP on liquid alkanes. The hg  phase observed in 

cultures on liquid alkanes is thus probably ascnbable to the time required so that the 

proportion of S variants. presumably small in the staning inoculam. becomes hi& 

enough to genente a notable effect. since they are the only ones able to grow directly on 

the surface of liquid h ydrop hobic substntes. 

Our results showrd that the capacity to produce rhamnolipids indeed supports. though 

slightly, growth of P. orniginosu on liquid linear alkanes. However, the presence of 

rhamnolipids in the extracellular milieu does not seem a requirernent. Under the growth 

conditions whrre a difference was observed on liquid alkanes. growth on solid substntes 

such as N-alkanes below the melting point and PAHs was not affected by the inability to 

produce biosurfactants. Moreover, no Iag phase was observed. This is probabl y explained 

by the observation thnt emergence of S variants is not necessary for the growth on solid 

hydrocarbons. However. some preliminary results obtained with a culture medium 

supporting the production of rhamnolipids suggest that the presence of rhamnolipids in 

the supernatant cm promote groowth on octadecane and phenanthrene. 

.4 cornparison of the gowth on N-alkanes between sevenl strains of P. urn~ginostl 

showed that some display a particular phenotype allowing them to utilise these 

hyârophobic substntrs more quickly. The tests confirmed that. similar to the S variants 

of strain 57RP. these «Rapid» stnins have an hydrophobic extemal surface and are 

especially effective in the formation of biofilms. Moreover, in contrats with the «Slow» 

strains. they do not show a lag phase and require the appearance of S variants. Our results 

indicate that growth of P. uemginosa on liquid linear alkanes requires the ability to form 

a biofilrn. Moreover. the slightly slowed d o m  growth of the rhLl mutant suggests that 

rhamnolipids play a role in this process. 



A new class of biosurfactant different from rhamnolipids was found in P. uenrginosa. Wr 

rstablished that. in contrast to what is accepted in the litenture. the RhlA protein is not a 

subunit of the rhamnosyltnnsfeme 1 but nther an enzyme directly involvcd in synthesis 

of the lipidic dimrrs precursors of rhamnolipids. We have also discovered thai this Iipidic 

dimer mixture is not entirely used in the synthesis of rhamnolipids but a that portion is 

excreted by the bacterium. Interestingly. these exincellular lipids display surface-active 

properties. In order to emphasise its rolr as wetting agent required for swarming motility 

of P. uencginosu. this new biosurfactant was namcd «armwettine». Indeed, we have 

found that the expression of the rhL4 gene. probably via the production of aeruwettine. is 

necrssary to quickly colonize the surface of an agar plate by the type of motility designsied 

wvarming». Study of rhlA and rhlB mutants showrd that arruwettine is essential for 

wvarming>b. but not production of rhamnolipids. 

Since the rltl.4 mutant showed 3 remarkable tendency to cellular aggregation. wt: 

proposeci that the rhamnolipids ancüor aemwettine can play a role in the detachment and 

the dispersion of cells associated with a biofilm. Just like wvarming)). formation of a 

biotïlm is a complex process requiring a coopentivè and coordinate action fiom a 

microbial population. The dissrmination step is the less weil chanctrrized in the 

devtlopmrnt of biofilms. The process of biofilm drvelopment by the rhL4 and rhlB 

mutants was indeed different fiom the wild-type strain. supponing the hypothesis that 

biosurf3ctants are invoked in the interaction of cells with surfaces and interfaces, 

We conclude that P. wniginos~r does not produce the rhamnolipids and aeruwettine 

strictly to facilitate the assimilation of hydrophobie substrates. Rather. these 

biosurfactants rippear implicated in the interaction of the bacterium with surfaces, 

probably as mediators of the detachment and/or the dispersion of the cells associated with 

ri sufiace as a biofilm. 
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The indispensable presence of S variants. and the superiority of the natunlly adherent 

stnins («Rapids»). highlight the need of attachent for the bacteria to grow on liquid 

alkanes when the substnte is not already emulsified or solubilized. The capacity of the 

microorganisms to adhere to surfaces seems the most significant rnechanism allowing 

groowth on hydrophobic substrates. Moreover, it is very likely that the amphiphilic 

molecules (surfactants) produced by the bactena intervene in this process. 
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION CÉNEIULE 

1 .l. MISE EN CONTEXTE ET PROBLÉMATIQUE 

La production et l'utilisation de composés chimiques organiques n'ont cessée de croitre 

depuis le début de I'i-re industrielle. La contamination de l'environnement est maintenant 

un problkme d'ampleur mondiale. De nombreuses molécules d'origine humaine 

s'accumulent dans la nature parce que leurs taux de rejets sont plus Cleves que leun taux 

d'atténuation naturelle. en particulier par la dégradation microbienne. Deux principaux 

facteurs limitent les taux da biodégradation : [ I l  le potentiel catabolique. c.-à-d. qu'un 

polluant ressemblant i une molécule naturellement trouvée dans l'environnement sen 

plus facilement attaque par les micro-organismes. et [2] la biodisponibilité du polluant. 

ou d'autres facteurs de croissance essentiels. aux micro-organismes dé-mdrurs. 

Plusieurs technologies de décontamination existent mais le traitement biologique posskde 

de nombreux avantages potentiels. tels un coüt d'application moindre et Ir respect de 

l'environnement. Les technologies de biorestauntion ne sont cependant pas encore 

largement employ6es. La principale raison est surtout la difficulté à prévoir les 

performances et risultats des biotraitements. Ceci s'explique par le manque de 

compréhension du comportement des populations microbiennes dms l'environnement et 

des interactions contaminants tt matrices (sol) tt micro-organismes. Ainsi. depuis 

quelques amies. la recherche vise de plus en plus l'itude des facteurs limitant la 

biodé-gradation des polluants en conditions naturels. en plus de la simple présence de 

micro-organismes possédant le potentiel catabolique requis (Head. 1998). 

L'rRicacite de la biorestauntion est limitée par la faible biodisponibilité de certains 

contaminants hydrophobes et insolubles. tels les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAPI. En effet. ces polluants ont tendance à s'adsorber fortement à la 

matière organique des sols et sédiments et sont par conséquent moins accessibles à 

l'attaque microbienne. Puisque seules les molécules dissoutes dans la phase aqueuse sont 



considérées biodisponibles. l'essentiel des recherches visant l'augmentation de la 

biodégradation des H A P  ont portés sur les méthodes d'extraction et de solubilisation. 

Le C ~ S  des alcanes linéaires est radicalement différent. En effet, i l  a été maintes fois 

dçrnontré que les taux de biodkgadation de ces hydrocarbures, beaucoup plus insolubles 

et hydrophobes que les HAP. sont plus élevés que leun taux de dissolution dans la phase 

aqueuse. Les micro-organismes utilisant les alcanes linéaires ont développé des 

adaptations physiologiques leur permettant d'accéder à cette source de carbone trop peu 

solubIe pour etre disponible sous forme dissoute. Deux mécanismes microbiens sont 

considét-6s: [ 11 solubiliser le substnt insoluble par la production de biosurfactants et [2] 

adhérer et assimiler directement le substnt insoluble au point de contact en rendant la 

surface cellulaire hydrophobe. La possibilité que ces mécanismes puissent aussi favoriser 

la croissance sur les HAP constitue l'hypothèse initiale de ce projet de doctorat. 

Cette thisr constitue la poursuite du projet de recherche amorcé lors de ma rnaitrise (voir 

résumé i l'annexe II). Les premikres bactiries capables de croitre en utilisant des HAP 

comme seule source de carbone tout en produisant des biosurfactants avaient alors été 

isokrs (Dizirl et uf.. 1996). Ces souches de Psacdurnonus ueniginosa possèdent la 

capaciti de produire des biosurfûctants ainsi que de modifier I'hydrophobicité de leun 

surface externe lonqu'slles utilisent autant les alcanes linéaires que les HAP comme 

substnt. L'approche employée au cours de ce projet de recherche a consistb à génirer 

un mutant non-producteur de biosurfactants puis comparer sa capacité de biodégradation 

et ses caractéristiques phénotypiques lorsque cultivé avec des hydrocarbures comme seul 

substnt. 

1.2. OBJECTIFS 

La IittCnture scientifique récente. en conjonction avec certains de mes résultats. suggère 

que des cmct&istiques physiologiques. en plus du potentiel enzymatique de dégradation. 

gouvernent I'utilisation des hydrocarbures par les bactéries. En plus de la production de 



biosurfactants. la recherche proposée consistera à étudier la présence et l'importance de 

mécmismes complémentaires permettant aux micro-organismes d'accéder aux 

contaminants dans l'environnement. 

1.2.1. Objectif général 

Mieux connaitre les mécanismes physiologiques microbiens jouant un rôle dans 

I'accrssibiliti- aux substrats hydrophobes tels les hydrocarbures aliphatiques et 

polyriromatiques. Ceci dans le but de mieux comprendre les interactions entre micro- 

organismes et contaminants peu biodisponibles. et ainsi d'améliorer les technologies de 

biorestsuration. 

1.2.2. Objcctils spécifiques 

~tablir l'importance de la production (synthèse et excrétion) de surfactants 

microbiens pour 1 'accessibilité aux hydrocarbures. et leur biodégradation. 

Déterminer l'effet des variations de I'hydrophobicité de la surface cellulaire et de la 

capaciti d'ridhirence sur l'accessibilité et la biodégradation des hycirocarbures. 

Explorer Ir lien Çventuel entre la production de biosurfactants et la capacité 

d'acihgrence. 

L'aspect original du projet consiste a mieux comprendre le rôle et l'impact des micro- 

organismes impliqués dans Ics biotraitements sur la biodisponibilité des contarninants 

résistants à la dé-mdation. Les résultats escomptés permettront de mieux comprendre les 

PlCments de la physiologie microbienne pouvant influencer l'efficacité des procédés de 

biorestauntion existant. pour éventuellement faciliter le développement de nouvelles 

avenues. 



i -3. ORGANISATION DE LA THESE 

La présente thèse est constituée d'une revue de la littérature. de quatre articles soumis ou 

publies (incluant un article de synthèse bibliographique). d'un chapitre contenant les 

travaux non inclus dans les articles et d'un chapitre-synthèse. Las résumés d'autres 

anicles ayant étk CO-écrits durant ce doctorat sont insérés à l'Annexe 1. 



CHAPITRE 2. REVUE DE LA LITTÉIUTURE 

2.1. HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES 

2.1.1. Sources 

Les HAP proviennent de la combustion incornpiete de combustibles d'origine fossile 

(pttrole. houille. goudron). La transformation de la houille. l'entreposage de déchets de 

raffineries. dhsrsernents de pitroliers. effluents d'industries pétrochimiques. gaz 

d'ichappcment de vihicules motorisis. aliments fumés. Fnts ou grilles. fumée de tabac. 

feux dc forets et de prairies. incininiion de dkchets. etc. illustrent la diversité des sources 

naturelles et tinthropogknrs (Bouchez et uf.. 1996: Cerniglia. 1992). Le traitement du bois 

i 13 crkosote. lequel est constitue d'environ Y5?6 de HAP (Mueller et uL. 1989). 

reprksentr une source particuliérernent importante puisque la consommation annuelle 

s'établit i plusieurs centaines de milliers de tonnes mitriques aux États-unis seulement. 

Cons~quemment. dans les pays. tel le Canada. ou cette activité industrielle a lieu. se 

retrouvent des concentrations très devies de HAP. 

2.1.2. Structures 

Les HAP sont des moiecules formés de deux cycles benziniques et plus. Les 

hydrocarbures nap htknoaromatiques ( po l yarornatiques possedant un cycle à cinq 

carbones) leur sont habituellement associés. Parfois. les cornposks polyaromatiques 

ponant des groupements nitro ou alkyl. ou bien substitués par des atomes de soufre. 

d'azote ou &oxygène (hétCrocycliques) sont souvent classés dans le meme groupe. 

1.1.3. Caractéristiques 

L'exposition quotidienne aux HAP que subissent les pns vivant dms des régions 

fortement industrialis~es représente un risque important pour la santé (Dipple et uL. 

1989). Les HAP se retrouvent sur la liste des polluants d'importance prioritaire de 

1 ' Environmental Protection Agenc y ( EPA) des ~tats-unis ( Kei th et Telliard. 1 979) 



puisque le potentiel cancirigkne de plusieurs est reconnu : le benz[u]anthncène. le 

benzo(b1fluonnthène. Ir: benzo[u]pyene. le chrysène et Ir dibenzo[u,/lfluonnthéne 

(Madsen et ai.. 1 99 1 ). 

Les HAP sont des composis hydrophobes trks peu solubles dans I'eau. Leur lipophilicité. 

toxicité et persistance dans I'rnviro~ement au-mentent parallèlement à leur poids 

rnoliculaire (Csrnigliû. 1991). Une propriCt6 importante des HXP est leur caractkre 

génotoxiqur et cancérigene. Ils ne sont pas mutagènes en eux-memes mais Ir deviennent 

chez l'organisme qui les a absorbés. par la suite d'une oxydation enzymatique par une 

rnonooxyg6nasr. le cytochrome P-150. prkent siirtout dans le foie. LI: rôle physiologique 

du cytochrome P d 5 0  est la dktoxitication des produits xhobiotiques ingerks qui sont 

convertis en dirivis diminables. Dans le cas des HAP, le P-450 effectue des rSactions 

ci'ipoxydation. Les ;lpoxydes sont des molt;culI:s rhctives entrainrint des modifications 

du materiel ginétique. j. la abse du processus de cancerogen&sr (Crmiglia. 1984: White. 

lc)S6). 

2.2.1. Sources. structures et caractéristiques 

Les paraffines. ou n-alcanes. sont des hydrocarbures saturés linéaires cssrntiellement 

retrouvés dans le pitrolr et les sous-produits pétroliers. Leur solubilité dans l'eau. qui 

diminue avec l'accroissement du poids moléculaire (Fig. 2.1) comme les HAP. est 

cependant considerablement plus faible que celle des HAP. Par exemple le pyrène. un 

HAP contenant 16 carbones formant quatre cycles aromatiques à une solubilité d'environ 

0.135 myL. alon que I'hexadbane (CiaH;r) à une solubilité de 20 ng/L (soit près de 

7000 fois moins). De plus. comme indique par leurs coefficients de partition octanol-eau 

ou (log K,,,). les n-alcanes sont beaucoup plus hydrophobes que les HAP (ex. log Lw du 

pyrène = 4.88) (Fig. 2.2). .i la température de la pièce. l'hexadécane est liquide mais 

I'octadécane est solide (Fig. 2.1 ). 
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Figure 2.1 Point de fusion et solubilitd des alcanes linéaires. 
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Figure 2.2 Logarithme du coefficient de partition octanolieau indiquant I'hydrophobicite 

des alcanes lindaires. 



2.3. REST.4URATION DES SITES CONTAMINES 

Plusieurs sorts possibles attendent les polluants dans l'environnement : volatil isat ion. 

adsorption et adhérence à la matière organique du sol, oxydation chimique. photo- 

décomposition (photo-oxydation). bioaccumulation, et biodégradation (Morgan et 

Watkinson. 1989: Park a uL, 1990). La degradation microbie~e est le processus de 

détoxication naturel le plus important (Bossert et tri. .  1983: Leahy et Colwell. 1990). 

Puisqu'ils sont dérivis du pétrole. les n-alcanes et HAP sont des molécules naturelles 

auxquels les micro-organismes ont étC suffisamment exposés au cours de I'ivolution pour 

favoriser le développement de mécanismes cataboliques (Rosenberg, 1993). 

On peut regrouper les méthodes de dépollution en deux catégories : les technologies 

physico-chimiques et thermiques (Hamby. 1996). et les technologies biologiques (Allard 

et Neilson. 1997). 

23.1. Technologies physico-chimiques et thermiques 

Ces méthodes sont relativement bien ttablies. en paniculier l'incinération 1 haute 

tempknture. Cette demiire constitue actuellement la meilleure solution pour 

décontaminer les sols ou sédiments contenant de fortes concentrations de polluants. 

comme des boues industrielles. Elle implique toutefois la destruction du sol (disparition 

de la rnatiére organique) et des coûts importants. La combustion nécessite beaucoup 

d'énergie. et il y a possibilité d'émanations de CO,, NO, et SO,. 

2.3.2. Technologies biologiques 

La biorestauntion implique l'utilisation de micro-organismes pour dégrader des 

substances organiques polluantes en sous-produits inoffensifs. tels de l'eau. du dioxyde 

de carbone et de Ia biomasse (Singieton. 1994). Pour beaucoup de polluants, il s'agit 

d'une approche préférable à l'incinération car elle peut s'avérer beaucoup plus 



économique et versatile. et tout aussi efficace. tout en Ctant mieux acceptée par la 

population (Alexander. 1 99 1 : Larose. 1 993 ; Singleton. 1 994: Wilson et Jones. 1 993). 

2.3.2.1. M&hodt.s de bio-traitement 

Cette approche comprend différents systèmes qui peuvent être scparés en trois catégories 

(Goyer et ul.. 1995: Wilson et Jones. 1993). 

2.3.2.1.1. In situ 

Le sol contamine n'est pas déplacC. Les amendements et les nutriments sont fournis 

directement au site d traiter via la phase aqueuse. De l'oxygène pcut Ctre ajout6 soit dans 

la zone saturée (nappe phniatique) sous 13 forme de peroxyde d'hydrogène. soit dans la 

zone vadose par injection d'air («bio-ventilation»). Dans ce cas. la pliase vapeur pcut ètre 

extraite et traitée à la surface. La stimulation de i'activité de biodégradation par injection 

directe de nutriments et accepteurs d'électrons dans la zone saturée se nomme «bio- 

sparging)). On peut aussi ensemencer avec des micro-organismes spécialement adaptes ou 

silectionnés (bio-a~~mentation). Le facteur déterminant pour le succès de cette approche 

est la biodisponibilite de l'accepteur d'électrons (en général l'oxygtine). 

2.3.2.1.2. Ex situ 
Des méthodes comme le «landfarming» (Huesemam. 1991) ou la formation de biopiles 

permettent un meilleur contrôle des paramétres importants comparativement au 

traitement in sitir. Le traitement complet consiste en l'excavation de la terre contaminée 

et à la mise en piles que l'on recouvre d'une membrane geotextile. Ces piles peuvent être 

aérées. mélangées. ensemencées avec des micro-organismes adaptés. enrichies de 

nutriments etc. Ce qui se traduit par une meilleure eficacitk. surtout pour la dégradation 

des HXP de faible et moyen poids moléculaire. Toutefois. l'excavation peut provoquer la 

volatilisation dans l'atmosphtre des polluants les plus légers. 



2.3.2.1.3. En bioréacteurs 
Le biotnitement des sols et sédiments contaminées par des HAP et autres polluants peu 

biodisponibles peut aussi s'effectuer sous forme d'une suspension sol-eau («sluny»; boue 

contenant habituellement 10-30% de sol) en bioréacteurs (Mueiler et al., 1993: Pinelli et 

al.. 1997). D'une efficacité et rapidité supérieure aux technologies biologiques 

précédentes. cette méthode de traitement permet un meilleur contrôle des conditions de 

procédi. L'accroissement de la surface de contact et d'échange entre les micro- 

organismes et le substrat hydrophobe résultant de l'agitation (homogénéisation) améliore 

l'efficacité de biodégradation en comparaison d'un traitement en phase solide (Berg et 

<rL. 1994). ~videmmcnt plus coûteux. on choisira le biotnitement en réacteurs pour de 

faibles quantités de sol à décontaminer ou lorsque qu'il s'agit de  polluants plus 

recdcitrants. 

Habituellement. le procédk de traitement d'une suspension sol-eau en bioréacteur 

(«biosluny») consiste en un séquence semi-continue de réacteurs parfaitement mélangés 

(CSTRs). Dans le premier bioréacteur. le sol contaminé préalablement tamisé est 

rnélangi avec cir: l'eau et des nutriments et la microflore indigène adaptée dégrade les 

sontaminants les plus biodisponibles. Le mélange sol-eau est ensuite transféré dans un 

second réacteur dans lequel on peut ajouter différents oxydants chimiques et/ou 

surfactants atin de rendre les polluants persistants plus facilement attaquables. 

Finalement. Ic mélange est transfiré dans un troisième (ou plusieurs) bioréacteur dans 

lequel des micro-organismes spécialement sélectionnés sont inoculés afin de dégrader ies 

mol~culrs les plus récalcitrantes. Ce procédé de traitement efficace est cependant 

relativement peu utilis* à cause des coùts de traitement plutôt tlevés. 

7.4. PARAMETRES MPORTANTS DANS LA BIORESTAURATION DES SITES 

CONTAMINES AUX HYDROCARBURES 

Les principaux facteurs limitant la bi~dé~pdation des composés récalcitrants ont fait 

l'objet de plusieurs articles de synthèse (Hughes et al., 1997: Providenti et al., 1993). 



Trois catégories de paramètres doivent Sire optimisés afin de favoriser le biotraitement de 

sites contaminés (Biackbum et Hatker, 1993). 

2.4.1. Premier facteur: Présence de micro-organismes adaptés 

Des micro-organismes déjà adaptés à la biodégradation se rencontrent partout dans 

I 'environnement puisque les hydrocarbures sont des substances naturelles. 

Habituellement. plus un site renferme une concentration élevée d'hydrocarbures et plus la 

proportion de micro-organismes adaptés aukgnenie (Cemiglia. 1993). Plusieurs micro- 

organismes ont développé des mccanismes leur permettant d'utiliser des hydrocarbures 

aliphatiques et aromatiques comme source de carbone et d'énergie. De nombreuses 

revues bibliographiques trés complétes ont et& publiées. en particulier sur la 

biodégradation des HAP (Crmiglia. 1984. 1 992. 1993: Ccmiglia et Heitkamp. 1989: 

Cutright et Lee. 1994: Shuttlewonh et Cemiglia. 1995) et de nouvelles souches sont 

regulikrernrnt rapportées dans la littérature. 

Plusieurs genres microbiens posskdrnt I'habileté de dékmder et mktaboliser des HAP. 

mais un micro-organisme seul peut nremrnt en dkgrader une gande variété. Tenter de 

différencier irs diftîirents modes de «digndabilité» rapportes dans la littinture est trks 

difficile car les definitions de minéralisation. CO-métabolisme. dégradation plus ou moins 

complètes ne sont génCnlement pas Cquivalentes ni comparables d'un auteur à l'autre. La 

uandc majoriti des bactéries capables de dk-mder des HAP de deux ou trois cycles 
C 

aromatiques sont des pseudomonades du groupe des fluorescentes: mes travaux de 

maitrise en sont un bon exemple (Déziel, 1996). Néanmoins, peu de micro-organismes 

capables de d@ader cornplitement. ou mème de seulement CO-métaboliser. des HAP 

possédant plus de trois cycles aromatiques ont été observés en cultures pures (Cemiglia, 

1993). Les HAP de haut poids moléculaire ont longtemps été considérés récalcitrants 

(Cemiglia et Heitkamp. 1989). Cependant. certains travaux plus récents suggèrent que 

des micro-organismes capables de dégrader des HAP de haut poids moléculaire se 

retrouvent plus couramment qu'anticipé (Kastner et ai-. 1994). Au cours des dernières 

annies. la littérature rapporte plusieurs bactéries démontrant le potentiel de transformer, 



dégrader ou minéraliser certains HAP de plus de trois cycles (incluant le pyrène, le 

benz[u]anthracène. le chrysène et le benzo[a]pyrène) : Beijerinckiu sp. (Sphingonionus 

J-unvikiiyue) B 1 [B8/36] (Gibson a uf.. 1975: Khan a ul.. 1996; Mahaffey et al-, l988), 

.~obuctrricirn sp. P -  1 (Heitkamp et ul.. 1988: Kelley et (il.. 1991 ), Psrtidomonas 

(Sphirigonrunu.~) puiicimobilis EPA 505 (Mueller rr (il.. 1990: Ye et ul.. 1996). 

.4 lcu Iigenes denitr$cuns W W 1 ( Weisscn fels ri uf.. 1 990): Rho<locuccris sp. UW 1 

(Walter et ~ 1 . .  199 1 ). .Lij*r~obactrririm sp. BB I (Boldrin et dl.. 1993). itlycobucteriiim sp. 

RJGll- 135 (Grosser et al.. 199 1 : Schneider et dl. .  1996), b&cobucteriiirn jkuvescens 

(Dean-Ross et Cemiglia. 1996). Sphingurnonus sp. 107 (Dagher et (11.. 1997), 

Biirklrolileri<i ct.pociu (Juhasz et uf.. 1 996. 1997a: Juhasz et of.. 1 997b) et .b[vcobucteriiim 

sp. CHI (Churchill et id.. 1999). II est remarquable que toutes les souches isolées 

proviennent de genres microbiens reconnus pour leur pouvoir d'adhkence et leur parois 

externe très hydrophobe (Bastiaens et ul.. 7000). 

2,4.1.I. M~canismes enzvmatiques et voies métaboliques 

La voie mttaboliquc de dtgndation microbienne du naphtalène. le plus simple des HAP. 

est bien connue (Cerniglia et Hritkamp. 1959). Le modèle le mieux étudié est le 

métabolisme du naphtalkne par Psrtitlomonus piitidu PpG7 (Yen et Scrdar, 1958). La 

première itape de la voie catabolique consiste en la formation de cis-l .f -dihydroxy- l,1- 

dihydronaphtalène par l'action d'un système enzymatique appelé naphtalène 

dioxygenase. Ce cis-dihydrodiol est ensuite dégradé jusqu'au salicylate (Eaton et 

Chapman. 1992). La minéralisation se poursuit par l'action d'une deuxième série 

d'enzymes pour finalement produire des intermédiaires du cycle de L'acide 

tricarboxylique. 

Il  semble que le système enzymatique de dégradation du naphtalène soit aussi impliqué 

dans les premières itapcs de la dékgadation des HAP de plus haut poids moléculaire. 

Ainsi. les systernes nuh (Sanseverino et dl.. 1993). dm (Denome et of.. 1993), puh 



(Kiyohan et ub. 1994) et n h  (Yang et ul.. 1994) sont impliqués dans la dégradation de 

HAP comme le phknanthrene ou l'anthncène en leurs acides naphtoïques respectifs. 

La biodigadation et assimilation des hydrocarbures aliphatiques par les bactéries est 

bien comprise. La stratégie typiquement employtie pour dégrader les alcanes est de 

commencer par les convertir en acides gns  : une monoxygenase introduit un atome 

d'oxygène pour former un alcool. lequel est ensuite oxydé en aldéhyde puis finalement en 

acide carboxylique. Cet acide gras est alors dirigé vers la voie de l'oxydation 0. Une 

imposante litterature existe sur ce sujet ( t g .  Singer et Fimerty. 1984). L'oxydation 

initiale peut aussi Ctre effectuée par une dioxyg6nûse. tel que récemment démontre chez 

.4cinetoh~ir.trr sp. h.1- l ( blaeng et di.. 1996). 

La grande majoritt; des recherches sur la biodégradation des hydrocarbures 

pol yaromatiqutis et aliphatiques a dimontre que I'oxygCne sert non seulement 

d'accepteur d'ilectrons mais est aussi incorporé lors de l'oxydation des molécules-cibles. 

Or, les contaminants se retrouvent souvent dans un environnement ou la concentration en 

oxygkne est limitée. On sait maintrnant que les HAP peuvent ëtre dibndis en conditions 

Jiinitrifiantes ( Leduc et dl. .  1992: MacRae et Hall. 1998: McNalIy et ul.. 1998: McNally 

et oL. 1999: Mihelcic et Luthy. 1958). et les alcanes linkires Pgalement (Coates et ol.. 

1997: Ehrenreich et tr i . .  2000: Rabus et dl.. 1999). Des publications récentes rapportent 

également Irt biodegradation de plusieurs HAP en conditions sulfato-réductrices (Coates 

et ol.. 1996: Coates a tri.. 1997: Rockne et Strand. 1998). Il semble qu'une carboxylation 

constitue 13 premiire étape de l'attaque microbienne (Zhang et Young. 1997). Longtemps 

considérés cornplitement récalcitrants en conditions anaérobies. on commence 

maintrnant à rapporter la biodégradation d'alcanes linéaires en conditions sulfato- 

réductrices (Caldwell et (11.. 1 998). 



2.4.1.2. Génétique 

~normément de connaissances ont été acquises sur les genes impliqués dans la 

dégradation du naphtalene par P.snitlomonus (Yen et Serdar, 1988). P. puiidu PpG7 

utilise une voie catabolique portée par Ir plasmide NAH7. Ce dernier contient l'opéron 

nuh qui possède les gènes (nulz.4-F) codant pour les enzymes responsables de la 

dégradation du naphtaléne en salicylate, et l'opiron sir1 sur lequel se trouvent les gènes 

(ttuhC-M) pour les enzymes semant à la transformation du salicylate en catéchol. puis 

tinalement en pynivate. La régulation des deux opirons est contrôlée par Ir gène nuhR, 

dont l'inducteur est le salicylate (Barnsley. 1975). D'autres gènes codant pour la 

dégradation du naphtaléne au salicylate ont ité dicrits : P. ptitidu NCIB 98 16 possède les 

gknrs ndo ( Ensley et ui.. 1953). Psrtrhn~onus sp. C 1 8 les gènes dm ( Denome ri ul.. 

1993) et P. pictidt~ OUS81 les gknes puh (Kiyohan n (ri.. 1994). Les séquences de ces 

diffirents opérons sont très similaires (Denomr rt ul.. 1993: Takizawa rr uf.. 1994). 

Récemment. Ies gènes et enzymes d'une nouvelle voie de dégradation du phénanthrène 

passant par le O-phthalate comme intermédiaire ont commencés à être décrit chez 

:Vocurdioitks sp. KP7 (Adachi et dl.. 1999: Iwabuchi et Harayama, 1997: lwabuchi et 

Harayama. 19%: Saito et tri.. 1999. 2000). 

L'essentiel des connaissances sur les enzymes impliqués dans la biodégradation des 

alcanes provient de l'Aude des gines ulk retrouvé sur le plasmide OCT de Pseiitlomonus 

r~lrovoruns ATCC 29347 (van Beilen rr ul.. 1994). Cependant. le système ulk de P. 

ofeovoruns ne permet la croissance que sur les alcanes C6 j. Cl:. alors que plusieurs 

bactéries peuvent kgaiement ou exclusivement utiliser des alcanes plus longs (Cl3 3 C2*), 

tels plusieurs Rhodococciis et Acinetobucter. lesquels portent leun gènes de dégradation 

sur leur chromosome (Tani et al.. 2001: Whyte et ul.. 1998). 11 y a de plus en plus 

d'évidences indiquant l'existence de plusieurs systèmes enzymatiques simi laires à aik 

mais avec des spicificités pour des chaines aliphatiques plus longues (van Beilen et uL, 

1994: Vomberg et Klimer, 1000: Whyte el <IL, 19%). 



2.1.2. Deuxième facteur: Conditions environnementales favorables 

Les paramètres environnementaux doivent favoriser la croissance des micro-organismes 

impliqués dans la biodégradation des hydrocarbures (Leahy et Colwell. 1990). Puisque 

l'importance de ces facteurs varie d'un site à un autre. chaque site à décontaminer doit 

être évalué individuellement. Voici une brève liste de quelques facteurs importants 

(Morgan et Watkinson. 198% Wilson et Jones. 1993) : 

Emplacement et nature gkologique du sol (~mnulomktrie : sable. argile. silt ...) : 

Humidité (teneur en eau) : un sol trop sec ne permet pas la croissance microbienne. 

alon qu'un sol saturé réduit la disponibilité de l'oxygène : 

Accepteur d'électrons approprié, habituellement l'oxygène : nicessaire car les 

hydrocarbures sont pnénlement dkgadés en aérobiose. L'oxygene devient souvent 

le facteur limitant en profondeur dans les sols. La disponibilité est intluencée par le 

type de sol et la présence d'eau : 

Nutriments inorganiques (disponibilité des sels mineraux) : l'azote et le phosphore 

manquent souvent aux micro-organismes : 

Temptinture : peut affecter l'état physico-chimique des contaminants et leur 

association avec les composantes du sol. ainsi que l'activitç et la composition de la 

communauté microbienne ; 

pH : souvent très variable. la valeur idéale se situe près de la neutralité : 

Présence d'autres substrats plus facilement assimilables : les micro-organismes 

pourraient les utiliser préférentiellement et risquer d'épuiser l'oxygène disponible : 

Présence de substances toxiques. tel certains métaux lourds. peut gêner l'activité des 

micro-organismes. 

2.4.3. Troisième facteur: Biodisponibilité du substrat 

Les contaminants doivent ètre accessibles aux micro-organismes afin de sen-ir de 

substrat. La biodisponibilité limite la vitesse et l'étendu de la restauration du site 

contaminé. Les propriétés structurelles et chimiques de la matrice contaminée et celles 



des substances polluantes elles-mêmes vont affecter leur disponibilité. Entre autres. les 

contminants se retrouvent habituellement dans l'environnement sous forme de mixtures 

hétérogènes. Les H AP pourraient donc ê ire dissous dans des hydrocarbures liquides 

hydrophobes comme des huiles. ce qui peut influencer leur accessibilité aux bactéries 

vivant dans la phase aqueuse (Efroymson et Alexander. 1995). Le phénomène de 

biodisponibilité des contaminants persistants est discuté plus en détail dans la prochaine 

section. 

Le problème de la biodisponibilité est une question extrêmement complexe ayant génénCrée 

un nombre considérable d'itudes. particuliéremrnt depuis le début des années IWO. La 

definition m h e  de ce concept est très controversée (Briveye et Bladon. 1999). Dans le 

domaine de la biorestauntion. elle indique Ir degé d'accessibilité d'un polluants pour 

qu'il soit transformé ou dégradé par un micro-organisme (Alexander. 2000). Le taux 

auquel des cellules peuvent assimiler un contaminant dépend de deux facteurs : [ I l  le 

taux de transfert du contaminant vers les cellules. ou en d'autres termes le taux de 

transfert de masse. et [ Z j  le taux d'incorporation (({uptake))) et dégradation. c.4-d. 

l'activité intrinsèque des cellules. La biodisponibilité dépendra donc du ratio de ces deux 

taus. Ainsi le taux d'assimilation d'un contaminant sen limitée par la biodisponibilité si 

le taux de transfert de masse est moindre que la capacité intrinsèque de biodégradation 

des cellules ( Bosma et al.. 1997: Harms et Bosma, 1997). 

Il est maintenant généralement accepté que la faible biodisponibilité des HAP et plusieurs 

autres composés organiques hydrophobes se retrouvant dans les sites contaminés 

constitue le principal facteur limitant la biorestauntion ( H m s  et Bosma. 1997: Mihelcic 

rr ai.. 1993: Weissenfels et al.. 1992). La biodisponibilité et la persistance des HAP dans 

I'cnvironnement dépendent de leurs canctéristiques physiques et chimiques ainsi que de 

la composition et structure du sol ou des sédiments. Il est gkninlement considtiré que les 

bactéries n'utilisent les substrats que sous leur forme dissoute. et non par contact direct 



avec les particules solides (Ognm a c d . ,  1985; Thomas et al., 1986; Wodzinski et Coyle. 

1974). Ainsi, leur taux de biodégradation ne dépend pas a priori des capacités 

cataboliques (enzymatiques) des micro-organismes mais plutôt de la vitesse de transfert 

de masse de la phase solide (libre ou sorbée) vers la phase aqueuse (dissoute) (Aronstein 

et Alexander, 1992: Volkering et al.. 1992). Deux groupes de facteurs reconnus pour 

influencer directement I'accessibilité des HAP aux micro-organismes sont discutés dans 

les prochaines sections : [ 1 ] leur hydro-solubilité et vitesse de dissolution. ainsi que [2] 

leur sorption aux sols et stidiments. et vitesse de désorption. 

2.5.1. Hydro-solubilité et vitesse de dissolution 

La soliibilitt des HXP et alcanes linéaires dans l'eau est généralement inversement 

proportionnelle à leur poids moléculaire. Cependant. le taux de croissance spicifique 

d'un micro-organisme diigradant un HAP dépend directement de sa solubilitC (Bossen et 

Bartha. 1986). et non de son nombre de cycles aromatiques. Ainsi. des micro-organismes 

digradent le phtnanthrène (et même le pyrène) beaucoup plus rapidement que 

I 'anthncine ( e.g. Bossert et Banha. 1 986; Tiehm. 1 994) lequel possède le même nombre 

de noyaux benzéniques mais est environ 20 fois moins soluble. 

La vitesse de dissolution ou solubilisrition d'un hydrocarbure solide limite sa vitesse de 

dé&mdation (Stucki et Alexander. 1987). D'après les travaux de Wodzinski et Coyle 

( 1974). la vitesse de dégradation des HAP est directement proportionnelle à leur 

solubilitk dans l'eau. La vitesse de dissolution d'un composé dépend de sa surface de 

contact totale avec le milieu liquide. Ainsi, Keuth et Rehm ( 1991) ont constate un 

accroissement du taux de minéralisation du phénanthrène par une bactérie quand ils 

aukgneniaient la quantité totale dans le milieu de culture. II est probable que la plus 

rrande surface d'échange obtenue permettait un remplacement plus rapide de la portion 
L 

dissoute. Dans le même ordre d'idée. le transfert de masse peut être augmenté par 

I'utilisation de fines particules de substrat, ce qui permet d'augmenter la surface 



d'ichange et ainsi Ir vitesse de dissolution (K6hler et al.. 1991; Thomas et ul.. 1986; 

VoIkeRng et d.. IW?). 

Volkering et ses collègues (1992) ont confirmé que la solubilitk et la vitesse de 

dissolution du naphtalène limitent la croissance d'une bactérie. En effet. ils ont observé 

que la faible densitC cellulaire de la culture initiale permet une croissance exponentielle 

des cellules puisque la concentration de naphtaline dissous sufit aux besoins 

rnCtaboliqurs. Par contre. lorsque Iri densité cellulaire auUmenie jusqu'à ce que les 

exigences nutritionnelles surpassent la vitesse de dissolution. la biodisponibilitk devient 

limitante et la croissance liniaire. Cette dernière dépend alors de la vitesse de dissolution 

du naphtci1i.n~ mime s'il reste un rxcés de naphtalhe solide à la surface du milieu de 

culture. 

La vitesse de croissrincc bacterienne sc limite donc i la vitesse de dégradation (Boldrin rt 

1 .  1993). laquelle dépend de la vitesse de solubilisation. Ainsi. la croissance sur les 

HAP est gininlement linkaire p h o t  qu'exponentielle. Par conséquent. l'utilisation 

d'une plus ~ n n d r :  concentration de cellules ne permettrait pas une plus gnnde 

digndation ( Volkering rr dl. .  1993). Les micro-organismes ont besoin d'une 

concentration minimale de substnt pour survivre (.4le?randrr. 1994): ce niveau seuil 

correspond aux besoins de maintenance de l'intégrité cellulaire sans croissance ou 

reproduction. Or. si les bactéries n'ont accés qu'aux substrats dissous. il est probable que 

la solubilité de certains des HAP de plus haut poids moléculaire ne soit pas sufisante 

pour soutenir I'rictiviti microbienne (Harrns et Bosma, 1997). Pour connaître le véritable 

potentiel de croissance d'un micro-organisme sur un substrat insoluble. on doit pouvoir 

contourner les contraintes physico-chimiques liées au substnt en le rendant pleinement 

biodisponiblr. 



2.5.2. Sorption et vitesse de désorption 

L'immobilisation. par adsorption et absorption. des HAP aux sols et sédiments peut 

limiter leur biodisponibiliti en diminuant leur concentration dans la phase aqueuse et en 

ralentissant leur dissolution (Carnichael et ul.. 1997: Herbes et Schwall, 1978: Luthy et 

d.. 1997). 11 est bien établi que Ir phénomène de stiquestration des contaminants 

organiques dans les sols est le résultat de leur association ii la matière organique ou à leur 

partition dans les nanopores du sol (Hatzinger et Alexander. 1997: Pignatello et Xing, 

1996). 

La concentration en carbone organique d'un sol (humins. acides humiques et fulviques) 

rcpri.scnte le facteur le plus important affectant la sorption des HAP (KarkkhotTrt ul.. 

i 979: Mrûns et dl . .  I W O ) .  Plusieurs etudes ont dimontre que I'affiniti d'un contaminant 

pour la mstiérc: organique d'un sol dépend de I'hydrophobicité du composé (exprimée par 

Ir coefficient de partition octanol-eau ou K,,) (Dzombak et Luthy. 1984). Puisque les 

HAP posskdent des valeurs de K,,, devées. ils sont naturellement fortement sorbés aux 

sols riches en matitire organique. Plus la concentntion en carbone organique d'un sol est 

6lev6e. moins la proportion des H.\P disponibles pour la dégradation est gandc (Manilal 

et ..l\lexander, I 99 1 : CVsissenfels et d ,  1 992). 

La localisation des micro-organismes et des contaminants dans le sol est l'autre facteur 

important. La taille des bactéries du sol a rarement moins de 0.2 pn et ils vivent 

principalement dans les micropores ou ils sont protégés contre la prédation 

(protozoaires). Jusqu'à 30°b du volume total de certains sols est formé de pores plus 

petits que les bactkries (nanopores). et de ce fait certains polluants peuvent étre 

physiquement înaccessiblcs aux micro-organismes (Harms et Bosma. 1997: Hatzinger et 

Alexander. 1997: PipatelIo et Xing. 1996). 

La cinétique de Ia sorption peut se séparer en deux processus dynamiquement distincts. 

Immédiatement aprés la réception du contaminant dans un sol. une première phase 



d'adsorption rapide et relativement réversible entre en compétition avec la 

biodégradation. Elle est suivie par un processus d'absorption plus lent et plus stable, qui 

dure jusqu'à ce que l'équilibre de sorption soit atteint (Pignatello et Xing, 1996). On 

parie alon de astiquestntion» du contaminant (Luthy rf cil.. 1997). Plus le contact entre 

les contaminants et le soi sen  long, plus la sorption sen  tenace et durable (Hatzinger et 

Aiexander, 1995). Ainsi. des HAP nouvellement ajoutés à un sol seront plus facilement 

digradés que ceux ajoutCs depuis plus longtemps (e.g Erickson ur al.. 1993). lesquels 

seront non-disponibles mais Cgalrment non-toxiques (Weissenfels tv ul.. 1992). On 

appelle ce phhomime «aging» ou weathering)). La reconnaissance de ce phtnomène est 

maintenant si ginéralisér qu'il est proposé d'en tenir compte dans I'kvaluation du risque 

environnemental que représente un site ou les contaminants ne sont plus biodisponibles 

(.-\lrxander. 1995: r\lexander, 2000: Kelsey et Alexander, 1997: Renner. 1998). 

2.5.3. hloyens physico-chimiques pour augmenter la biodisponibilité 

Malgré la prisence de micro-organismes adaptes et l'optimisation des paramètres de 

dkpradation. la biorestauntion d'un sol contaminé par des polluants organiques 

hydrophobes restera toujours incomplkte et dificile tant que leur biodisponibilité ne sera 

pas améliorée. Les stratégies ayant Cté rmploykes pour au-mcnter le taux de transfert de 

masse des HA P et autres contaminants hydrophobes sont essentiellement basées sur 

l'hypothèse que ces derniers doivent se trouver dans la phase aqueuse afin d'être 

accessibles aux micro-organismes. 

2.5.3.1. Surfactants 

Les surfactants (détergents. agents tensioactifs. solubilismts, dispersants) sont des 

molicules amphiphiles possédant une affinité particulière pour les interphases. Le. la 

capacité de s'accumuler aux interfaces entre fluides de polarités différentes et d'en 

modifier les caractéristiques. Ils diminuent la tension de surface d'un liquide en altérant 

la formation de liens hydrogènes et les interactions hydrophiles-hydrophobes (l'eau 



possi.de la tension superficielle la plus ClrvÇe ). Ces substances peuvent réduire la tension 

superficielle de solutions aqueuses (air-eau). la tension interfacielle entre liquides non- 

miscibles (e.g. cau-huile) et liquides-solides (mouillage) ( Haferburg el cri.. 1 986). Une 

des principales caractciristiques des surfactants est leur aptitude à former des agrégats 

moléculaires appelCs ((micelles» : un arrangement thcïrnodynamiquement stable de 

molécules amphiphiles sous la forme d'une sphère possédant un extérieur hydrophile et 

un intérieur hydrophobe. 

L'effet des surfactants sur la biodégradation dépend de plusieurs paramètres du système j. 

I'Çtude. incluant les aspects physico-chimiques ainsi que les concentrations de surfactant 

et de substrat insoluble. Les surfûctants stimulent la biodkyadation des composis 

organiques hydrophobes en amdiorant leur biodisponibilité aux micro-organismes par 

l'augmentation de leur surface de contact et d'Cchange. et de leur concentntion dans la 

phase aqueuse. Nianmoins. rnéme en prisence de surfactant. la vitesse de dégradation 

d'un HAP dépend toujours de sa solubilitC (Tiehm. 1994). On peut regrouper les 

mécanismes d'action des surfactants en trois catégories (Rouse et ul.. 1991): 

Êmulsion : formation d'une suspension de fines 

miscible dans un autre (West et Hanvell. 1992: Zaj 

diminution importante de la tension superficielle 

spontrinCe ( Rouse Cr ul. . 1994. 

gouttelettes d'un liquide non- 

ic et Seffens. 1984). Partois une 

peut provoquer une Cmulsion 

Solubilisation : accumulation de composés hydrophobes à l'intérieur de micelles. On 

parle aussi de «psrudosolubilisation» puisque les micelles dans une phase aqueuse 

forment une pseudophase (Edwards et ri!-. 199 1 : Liu et uL. 199 1 ). La concentntion de 

surfactant à laquelle les micelles commencent à se former se nomme concentration 

micellaire critique (CMC). et elIr correspond en fait 6 la solubilité du surfactant. 



Désomtiùn : effet favorisant l'sxtnction des contaminants immobilises sur les 

particules de sols et de sédiments (Vigon et Rubin. 1989). en autre en diminuant les 

forces capillaires à l'œuvre dans les pores (Bury et Miller. 1993). 

Une multitude de résultats contradictoires sont rapportés dans la littérature au sujet du 

rôle et de l'efficacité des surfactants i augmenter la biodipdation des substnts peu 

solubles (Liu et ul.. 1995: Rouse rt t r i . .  1994). Le lecteur peut consulter une revue récente 

et exhaustive de la littérature sur le sujet (Jordan ct Cunningham. 1999). La principale 

question à considérer n'est pas de savoir si des surfactants peuvent effectivement 

accroitre la solubilité de substnts insolubles. mais de diterminer si les micro-organismes 

peuvent utiliser les substnts ainsi solubilisGs. Ainsi. les molécules hydrophobes 

dispetsies à l'intérieur de micelles sont-elles biodisponiblcs :> De plus. les surfactants 

ont-ils un effet toxique ou inhibiteur sur les micro-organismes ' Censins chercheurs ont 

trouvi une diminution ou une inhibition de In biodtigradation (Allen el uL. 1999: 

Dcschènes et ul.. 1995: Deschénes et ul.. 1996: Laha et Luthy. 199 1 : Stelmack et ul.. 

1999: Tiehm. 1991: Tsomidrs et uL. 1995). tandis que d'autres constataient une 

stimulation (Xronstein et .\leunder. 1992. 1993: Boonchan et ul.. 1998: Bury et Miller. 

1993: Liu et d. .  1995: richm. 1994: Tiehrn et uL. 1997: Volkrrinç et ul.. 1995). 

Liu et Luthy ont observé que la présence de surfactants permettait la désorption des HAP 

retenus s u  sol grâce à la solubilisation (Edwards rr ul.. 1994: Liu et dl.. 199 1 ). Ils ont 

Çgalement démontre que du naphtaléne solubilisé dans des micelles de Brij-30 ou Triton 

;Y- 100 était disponible et dé-mdable par une culture bacterieme mixte (Liu et uL. 1995). 

Cependant. des surfactants peuvent étre toxiques ou inhiber 13 bi~dé~gadation. surtout si 

leur concentration dépasse la CMC (Colores rr ul.. 2000: Harms. 1999). 

2.5.3.2. Svstemes à deux  hases liquides 

Une nouvelle technique promeneuse pour le traitement des polluants hydrophobes etiou 

toxiques a commencC à être employée par quelques chercheurs : elle consiste en 



l'addition d'un solvant non-miscible et non-biodégradable afin de former un systeme à 

deux phases liquides (une phase aqueuse et une phase liquide organique) ( Ascon-Cabrera 

et Lebeault. 1993: Jimenez et Bartha. 1996; Kôhler et al., 1994: Marcoux trr ul., 2000: 

Villemur er u!.. 2000). Le solvant immiscible solubilise les composés organiques 

hydrophobes ce qui permet d'accroître Iû biodisponibilité. Une revue bibliographique 

décrivant le principe et l'application de cette technique a été publiée (Déziel n uL. 1999a) 

(voir le Chapitre 6). 

La bonne performance de ce système dependnit surtout de I'au_mcntrition de la surface 

de contact et d'tchange. ce qui augmente les taux de transfert des composés hydrophobes 

dissous vers les micro-organismes. II a igalement été observe que les bactéries se 

trouvant dans un système biphasique deviennent hydrophobes et s'accumulent 6 

l'interface ( formation d'un biofilm '?). Certains Cmettrnt I'hypothiise que les bactkries 

adhérentes puissent acquérir leur substrat directement dans la phase organique. ce qui 

init à l'encontre de l'hypothisr largement acceptée que seule la portion dissoute 

(aqueuse) des H A P  serait accessible aux bacteries (Bouchez n uL. 1997b: Ortega-Calvo 

et Alexander. 1991). On a également observé que la phase organique Ctait parfois 

imulsionnCe dans les cultures tris performmtes : la production d'Cmulsifiants ou de 

surfactants biologiques est donc suggérer (Osswald et ul.. 1996). Jusqu'i présent, les 

quelques applications de cette technique ont Cté effectuées en laboratoire. Les résultats 

publiés permettent cependant de considérer que son utilisation 6 plus _grande échelle 

poumit se révéler intéressante. 

2.6. MÉCANISMES PHYSIOLOGIQUES MICROBIENS D'ACCESSION AUX 

SUBSTRATS HYDROPHOBES 

Les deux catégories de facteurs influençant la biodisponibilité des HAP mentionnés plus 

haut ne tiennent pas compte de l'impact que les micro-organismes eux-mêmes puissent 

avoir sur la biodisponibilité des substrats qu'ils utilisent. En effet, des taux de 

biodégradation de composés sorbés plus rapides que les taux de désorption abiotique sont 



de plus en plus souvent rapportés (Calvi110 et Alexander. 1996; Grossrr et ui.. 2000: 

Harms et Zehnder. 1995: Tang et cri.. 1998). Deux mécanismes sont habituellement 

proposés pour expliquer comment certaines bactéries peuvent faciliter la dégradation de 

composes sorbés : la production de biosurfactants et l'utilisation directe par l'adhérence à 

la matrice contaminie (Tang et uf.. 1998: White et Alexander. 1996). 11 apparaît de plus 

en plus probable que les cinétiques de biodégradation des hydrocarbures dépendent non 

seulement de la capacité satabolique intrinskquc de la microflore présente mais 

Cgalement d'éventuels mCcanismes d'accession aux composés hydrophobes. 

Par exemple. Guerin et Boyd ( 1992, 1997) ont observé que dans certaines conditions, du 

naphtalkne absorbÇ à un sol ou à un sorbant synthitique pouvait être disponible pour la 

dCgndstion par une souche bactérienne donner tout en Ctant non disponible h une autre. 

les deux possédant pourtant le potentiel catabolique adiquat. Ils suggèrent que la souche 

capable d'utiliser le HAP possède des propriités ou mécanismes particuliers lui 

permettant d'avoir accès a un substrat sorbé. c.-à-d. que les micro-organismes rus-mèmes 

puissent au+grnçnter la biodisponibilité (Crocker cr uf.. 1995). Cette observation a été 

récemment confirmée avec des souches bactériennes spécialement sélectionnées pour 

leur capacité i utiliser des substrats hydrophobes sorbés ( Bastiaens er al., 2000; Friedrich 

a ul.. 2000: Tang et uf.. 1998). Le taux de minenlisation du phénanthrène par une culture 

mixte (constituée principalement de Pseudomonus) n'a pas été affecté dans une culture a 

laquelle on avait ajoute différentes concentrations d'acides humiques (Laor et ul.. 1996). 

Les auteurs concluent que les micro-organismes étaient capables d'utiliser directement le 

HAP sorbe. Chandn et ses collègues (1996) ont rapporté que la biodégradation de 

fluorène dans un système sédiments-eau (slurry) n'était pas limitée par la désorption tout 

en observant que la croissance bactérienne était essentiellement associée aux sédiments. 

Une autre étude a démontré qu'une population bactérienne sélectionnée par 

e~chissement sur du phénanthrène sorbé a un soi limoneux pouvait dé_mder plus 

rapidement et complètement du phénanthrène sorbe qu'une souche non-adaptée. Les 

auteurs estiment que les bactéries spécialisée dans I'assimilation de composés 



hydrophobes sorbés doivent produire des surfactants et/ou utiliser directement la phase 

sorbée (White et Alexander. 19%). 

Dans un système à deux phases liquides. la biodégradation des contaminants est parfois 

plus rapide que la prédiction par le calcul du transfert de masse théorique (Efioyrnson et 

Alexander, 1991: Efroymson et Alexander. 1994). L'émulsiomement du solvant est 

souvent observée. Une telle imulsion peut être attnbuable à deux phénomknes pas 

nicessairement exclusifs : l'adhérence des micro-organismes ii la surface empêchant la 

coalescence des gouttelettes et/ou la production de biosurfactants ou bioémulsitiants 

(Osswald el ul.. 1 996). 

Trois modes de bioassimiIation des substnts peu solubles sont généralement considérés 

(Goswami et Singh. 1991). Ces micanismes schématiques ont été conçus dans les années 

1970 pour I'Ctude de la biodégradation des alcanes linéaires liquides. mais on tente 

giniralement de les appliquer aux HAP. Notons cependant que la biodégradation des 

alcanes linéaires n'est gknéralement pas limitée par des problèmes de biodisponibilité. 

alon qu'ils sont beaucoup plus hydrophobes que les HAP. 

Utilisation de la phase dissoute. Cr modèle est celui généralement accepté pour les 

substnts liquides et solides suftisamment hydrosolubles comme les alcanes courts 

(<CI:) et les HAP de faible poids moléculaire. On considère que les micro- 

organismes utilisent ces molécules dans la phase dissoute uniquement (Wodzinski et 

Coyle. 1974). 

Contact direct avec le substrat (accession intedaciale). Dans ce mécanisme, le micro- 

organisme. dont l'enveloppe externe est alors hydrophobe et/ou adhérente, s'accole au 

substrat solide ou à l'interface des phases aqueuse et hydrophobe. Le substrat pénètre 

alors directement I'enveloppe cellulaire sans se dissoudre au préalable dans la phase 

aqueuse. L'attachement direct des micro-organismes au substrat est bien connu pour 



les hydrocarbures liquides (Nakahan et ul.. 1977: Rosenberg et Rosenberg. 198 1). 

Malgre le fait que les HAP ne soient généralement considérés accessibles aux 

bactéries que sous leur forme dissoute. certains considèrent toute de même que des 

organismes attachés puissent assimiler directement ces substrats hydrophobes 

(Shuttlewonh et Crmiglia. 1995). 

Contact avec micelles (pseudosolubilisation). II a été proposé que les micro- 

organismes puissent produire des biosurfactants qui solubilisenient le substnt par la 

formation de micelles et que ces derniers seraient directement assimilés. De plus, 

comme les biosurfactants possidant une structure amphiphilique très similaire aux 

surfactants synthétiques. il  est raisonnable de prévoir qu'ils poumient favoriser la 

biodégradation des hydrocarbures par le mèmr mécanisme. c.-à-d. une pseudophase 

agissant comme rksewoir. 

1.6.1. Assimilation par contact direct 

2.6.1.1. Hvdrophobicité et adhérence 

L'adhérence des micro-organismes. dont I'hydrophobicité de la surface cellulaire est un 

indicateur important (Van Loosdrecht et ul.. 1987b). a été proposée comme un prérequis 

pour la croissance sur des hydrocarbures liquides dans deux circonstances : une faible 

densité cellulaire et une L.rnu1sion préalable limitée. Une souche bactérienne mutante 

rendue non-adherente etait incapable de croitre en culture liquide avec de I'hexadécane, a 

moins qu'un bioémulsifiant ne soit ajouté (Rosenberg et Rosenberg. 1981). Plus 

récemment. on a observe qu'une souche d'.-icinetobacter calcoacetictrs formait un 

biofilrn à la surface des gouttelettes d'huiles qu'elle utilisait comme substnt (Marin et 

uL. 19961. Cette bactérie produit un bioérnulsifiant capable de disperser une variété 

d'hydrocarbures aliphatiques et aromatiques liquides. Le mode d'assimilation par contact 

direct (adhérence) est répandu chez les micro-organismes utilisant les substrats liquides 

hydrophobes (cg. Ascon-Cabrera et Lebeault. 1995b: Chakravarty a uL, 1 975: 



Efroymson et Alexander, 199 1 : Neufeld er uL, 1 980; Ng et Hu. 1989). Cependant, peu 

d'articles décrivant la croissance directement sur la surface d'alcanes à l'état solides ont 

ité publiis (Kirshnsr Zilber et al.. 1980; Whyte et al., 1999). Et un nombre tout aussi 

limité d'exemples de bactéries formant un biofilm à la surface de cristaux de HAP a été 

rapporté (Mulder et uL. 1998: Stringfellow et Aitken. 1994). iC~wobuc~erirrm sp. S 1 est 

capable de croitre sur I'anthncène (Tongpim et Pickard. 1996) et l'inhibition de 

l'adhérence par un surfactant dimine la dégradation de cet HAP (Stelmack et ui., 1999). 

I I  3 étc suggéré que les substrats hydrophobes sorbés. généralement considérés non- 

disponibles à l'attaque microbienne. puissent itre accessibles aux bactéries attachées 

( klihelcic er ui.. 1993). Plusieurs types de bactéries s'associent aux surfaces et peuvent 

former un biofilm (Costenon et ai., 1993). L'attachement des bactéries aux sudaces 

solides est Ctudié depuis longtemps. mais l'importance et l'impact sur le comportement et 

le mtitabolismt des micro-organismes est complexe ri encore mal compris. Très peu 

d'information est disponible dans Ir domaine de la biodégradation des polluants 

hydrophobes sorbés. Cependm t . plusieurs publications récentes proposent que des 

compoXs sorbés soient biodisponibles ji des bactéries elles-mèrnes attachees aux 

supports (Chandn et ul.. 1996: Crocker el <il. 1995). Certains ont observé que l'adhésion 

des bacteries au matériel sorbûnt leur permet d'avoir accès aux molécules sorbkes et donc 

non-biodisponibles dans la phase aqueuse (CalvilIo et Alexander. 1996: Harms et 

Zrhnder. 1995). Du naphtalène sorbé à différents sols est plus facilement accessible et 

débmdé par une bactérie dont la parois externe est hydrophobe et qui a une tendance plus 

wande i s'attacher que par une autre qui vit plutôt en suspension dans la phase aqueuse 
C 

(Guerin et Boyd. 1997). 

2-4-12. Développement des biofilms 

Les micro-organismes sont genénlernent considérés comme des êtres simples et solitaires 

en compétition les uns avec les autres. Néanmoins. grâce en particulier à deux 

découvertes ricentes. cette vision traditionnelle est en voie d'être remplacée par une 



nouvelle conception de la vie microscopique (Shapiro, 1998). Premièrement. on a 

constaté que beaucoup de bacteries vivent naturellement sous forme de communautés 

attachées aux surfaces dans un kosysteme très bien structuré et organisé appelé 

«biotilm» (Costenon Pr al.. 1995: Costenon et ul.. 1994: Davey et O'Toole. 2000: 

O'Toole rr ul.. 1000b: Watnick et Kolter, 2000). Deuxièmement. comme le laisse prévoir 

la structure difftirenciée et Ir développement complexe de la structure d'un biof lm, on 

sait maintenant que les bactéries communiquent entre elles et peuvent ainsi coordonner 

leurs rictivitis ( Davics et ul.. 1998: De Kievit rr (il.. 200 1 : De Kievit et Iglewski, 1999: 

Fuqua rr trl.. 1994: Parsek et Greeberg. 1999). L'importance naturelle de l'adhérence et 

croissance aux surfaces amène mZme certains chercheurs a soutenir que le mode de vie 

sous forme de biotilms pridomine dans l'environnement et que les bactéries 

~(plancioniqurs~~. c.4-d. flottant librement en suspension. ne représenteraient en 

détinitive qu'une itape intemidiaire permettant la dissémination des micro-organismes 

d'un biotilrn vers unc nouvt.Ik surface B coIonisér f Watnick et Kolter. 2000). 

.Au cours des demiéres années. P. twrcrginosu a servi de rnodhle priviltgié pour klucider 

les étapes menant i la formation d'un biofilm (e.g. De Kievit rr <il.. 100 1 : O'Toolc d <il.. 

2000a: O'Toole et Kolter. 199Sa). Tel qu'illustré à la Figure 2.3.. on peut résumer ces 

itapes comme suit : [ I  j attachement initial et formation de microcolonies. [2] maturation 

des microcolonies en un biofilm différencié. et (31 détachement et dispersion des cellules 

planctoniques (Costerton et dl.. 1999: OfToole rt al.. 2000b). Les deux premières étapes 

du processus de développement d'un biofilm par P. urnrginusu sont relativement bien 

caractérisées. Cependant. le mécanisme determinant le détachement a la dispersion des 

cellules n'est pas connu. Dans l'article #3. nous proposons que les biosurfactants produits 

par P. uenrginosu puissent jouer un rôle dans ce processus (voir section 5.3). 

De nombreux aspects distinguent les bactéries retrouvées dans un biofilm de leur 

contrepartie en suspension et elles beneficient de plusieurs avantages. Entre autres, les 

bactéries en biofilms sont particulièrement résistantes aux agressions causées par la 



dessiccation. les rayons ultraviolets. les biocides. les prédateurs. le manque de nutriments. 

etc. (Costerton et oL. 1995). Les nombreuses différences entre le phénotype des bactéries 

en suspension vs. les bactéries en biofilms ne peuvent pas être expliquées de façon 

pleinement satisfaisante simplement par l'attachement et la présence d'une matrice 

d'exopolysaccharides. L'hypothèse habituellement suggérée est que les bactéries d'un 

biofilm soient physiologiquement et rnetaboliquement distinctes des cellules 

planctoniques (Costerton rr al.. 1995) et que le phénotype-biofilm soit génétiquement 

programmé (Kuchma et O'Twlr. 1000). Chez P. rirniginosu. la biosynthèse de l'alginate 

est activée par l'attachement des cellules i une surface (Davies et dl. .  1993) et la synthèse 

d'au moins I 1 protkines est modifiée par l'attachement i une surface (Brozel et dl.. 

1 995). Chez Eschericlriu coli. l'expression d'environ 38 96 des gènes est modifiée par le 

passage du mode de croissance planctonique au mode de croissance en biotilm (Prigent- 

Cornbaret et uf.. 1999). On considère génknlernent que l'expression génique associée au 

phénotype-biofilm est contrdée par un systcmc de régulation majeur déclenché par le 

contact prolongi QU l'adhérence avec une surfacr (Cochran et ul.. 2000). Cr mécanisme 

de conversion planctonique H biofilm n'a cependant pas encore h é  identifié. a l'article 

iC1 (section 3.2). nous proposons un nouveau modèle permettant d'expliquer la transition 

vers le phénotypr-biofilm chez P. wniginosu impliquant 1 'émergence de variants 

phénotypiqucs très adhérents (Déziel er (IL. 200 1 ). 



Cellules planctoniques 
Biofitrn mature 

Microdonie 

Figure 2.3 Étap.s du ddveloppemont d'un biofilm par P. amiginou. 

L'attachement initial la surface nécessite le flqdle. Puis les pili de type IV pannettent 

aux bactérie de se regrouper grâce a la motilili appelée 4witcMngn afin de f o m r  des 

microcolonies. La production d'alginate s'amorce alors afin de former la matrice 

d'exopolysaccharides. Le systhme de communication intercellulaire ddtecte enfin la forte 

densiti cellulaire, ce qui active la transcription des gènes impliqu&s dans la diffdnnciation 

et maturation du biofilm. 



2.6.1.2.1. Commiinicuiion intercell~iluire et «qttonrm-sensing)) 
La capacité que les bactéries ont de mesurer leur propre densité et de communiquer entre 

elles n'est connu que depuis peu de temps. Ce phénomène est appelé «quorum-sensing)) 

ou ((signalisation intercellulaire» (Bassler, 1999: Eberl. 1999: Fuqua et Greenberg. 1998: 

Gray. 1997: Hastings et Greenberg. 1999). 11 permet aux bactéries de se comporter 

comme une population au lieu de ceilules individuelles. Initialement décrite chez Vibrio 

f ischrri, la communication intercellulaire a maintenant tté décrite dans une multitude de 

bac téries Gram négatif. dont P. urniginosu. 

Le système est bas6 sur la production par la bactérie d'une molécule mrssagere. appelée 

auto-inducteur. synthétisée par l'enzyme auto-inducteur synthase. Habituellement. chez 

les Gnm négatifs. les signaux intercellulaires sont des molécules basées sur un noyau 

d'bornosérine lactonr (HSL) avec une chaine latérale acyle définissant 13 spkcificité. Cet 

auto-inducteur est capable de tnvener la membrane bactérienne dans les deux sens. 

Lorsque la densité bactérienne dans le milieu est faible. le message produit par toute les 

bactéries se dilue et sa concentration intracellulaire reste basse. puisqu'elle est en 

iquilibre avec la concentration dans le milieu environnant. Avec l'augmentation de la 

densité de la population bactétienne. cette concentration croit et atteint un niveau-seuil 

auquel le messager est alors capable de se lier à un activateur transcriptionnel spécifique 

(Figure 2.4). Cet activateur est inactif sans son auto-inducteur correspondant. Le 

complexe activateuriauto-inducteur se lie alon à des séquences d'ADN spécifiques et 

au-mente la transcription de gènes-cibles. Ainsi, I'auto-inducteur permet aux bactéries 

non seulement de communiquer entre elles (signalisation intercellulaire). mais kgalement 

de déterminer leur densité (((quorum-sensing~). L'expression des gènes contrdés par ce 

système est activée de manière coordonnée dans toutes les bactéries d'une population en 

mSme temps. Ce système leur permet par conséquent de se comporter comme une 

population. et non comme des bactéries isolées. 
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Adapté de Van Delden et Iglewski ( 1998) 

Figure 2.4 Communication interceilulaite chez les bactbries Gram négatif. 

2.6.1.2.2. Les -ternes de signalisation intercellulaires de P. aeruginosa 
P. ae~cginosa possède au moins deux systèmes de signalisation intercellulaire, appelés 

las et rhl. Le sys the  las a été décrit en premier et nommé d'après le gèneîible 

initialement décrit. lasB. lequel code pour l'élastase LasB (Passador et ai., 1993; Seed et 

ai.. 1995). 11 est composé de i'activateur transcriptio~el LasR et de l'auto-inducteur 

synthase Las1 responsable de la synthèse de l'auto-inducteur N-3-oxododécanoyl-L-HSL 

(3-0~0-C12-HSL). Le xcond système. rhl. a été nommé d'après le gènecible rhL4B 

encodant la rharnnosyltransférase 1. l'enzyme catalysant la dernière étape de synthèse des 

rhamnolipides (Ochsner et ai.. 1994b; Ochsner et Reiser, 1995: Pearson et al.. 1995) 

(pour plus de détails. voir la section 2.6.2.1 et aussi l'article #Z et la Figure 5.1 à la 

section 5.2). Comme le système las. le système riz! en formé d'un activateur 

transcriptio~el (RhlR) et d'une enzyme (Rhli) responsable de la synthèse d'un auto- 

inducteur (Pl-butyryl-L-HSL). Chaque couple activateudauto-inducteur est spécifique : 

l'auto-inducteur produit par Lad est incapable d'activer RhlR et inversement le produit 

de Rh11 est incapable d'activer 1asR. Les deux systèmes forment un circuit de réplation 

complexe où le système las domine le système rhl dans un cascade hiérarchique (Latifi et 



dl.. 1 996: Pesci er ul.. 1997) ( Fig. 2.5). En effet. l'auto-inducteur 3-0x0-C 1 2-HS L inhibe 

le lien entre RhlR et son auto-inducteur C4-HSL tant que la concentration de ce dernier 

n'est pas suffisamment Çlevée. De plus. LasR activé favorise la transcription de rhll et 

rhlR (Pesci et ul., 1997). Une multitude de gènes codant pour des facteurs de compétition, 

de survie et de virulence sont contrôlés par ces deux systèmes (Van Delden et Iglewski, 

1998: Whiteley et uL. 1999). Ainsi. de nombreuses fonctions essentielles à la survie 

bnctinenne sont exprimées de manière synchrone par toute la population bactérienne 

lorsque sa densité atteint une niveau-seuil. Par exemple. In signalisation intercellulaire 

contr6le les activités multicellulaires nécessitant l'action concertée de la population, tels 

que la diffërenciation d'un biofilm (Davies et ul., 1998: De Kievit et ul.. 200 1 ), ou les 

motilités' de type «twitching» (Glessner et cil., 1999) ou «swarming>b (Kohler ri cil.. 

2000). Chaque systime active certains senes priférentiellement mais plusieurs gènes- 

cibles peuvent etre activés par les deux systkmes ii la fois. Récemment. des activateurs du 

circuit de signalisation. tels que GacA et Vfr (Albus et <IL, 1997: R e i m m a ~  et ul.. 1997) 

et des inhibiteurs. tels que RsaL. QscR (un analogue de RhlR et LasR) et DksA (Bnnny 

et d. .  2001 : Chugmi et ul.. 2001 : de Kievit et uL. 1999) ont tté décrits. complexifiant 

davantage le système. De plus. une nouvelle molicule messagkre. basée sur une structure 

de quinolone. a AC rapportée (Pesci er uf., 1999). Cette dernière est impliqutie dans la 

coordination des deux systkmes mais pas dans Iî ditermination de la densité cellulaire 

(McKnight et ul.. 2000). 

Par SOUCI d'unité de style. et afin d'ivitcr les ambiguïtés. les différents types de motilite microbienne 
seront désignties par leur nom rin&is. 
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Figure 2.5 Le circuit du signaiilIoon intercelulain & P. a ~ i n o s a .  

3.oxo-CtZ-iiSL : N i . o x o â o â & a n o y î - L 4 ~ r i n ~  Iactone, CCnSL : N-butyryll- 

homoserine lactone. (Adîptd de Ik K'wvit ot Igkwski, 2000). 



2.6.2. Biosurfactants 

Les biosurfàctants constituent un groupe varié de molécules amphiphiles synthétisées par 

des micro-organismes. Plusieurs revue de la littérature existe sur ce sujet très vaste. en 

voici quelques-unes : Banat ( 1995). Desai et Banat ( 1997), Fiechter ( 1992). Finnerty 

( 1994). Haferburg et ut. ( 1986). Homme1 ( I W O ) .  Lin ( 1 9%), Rosenberg et Ron ( 1999). 

Z3j ic et Srffens ( 198-1). 

2.6.2-1. Rhamnolipides 

Lü production par P. uenigimsu de glycolipides extracellulaires contenant un ou deux 

rhamnosc( s ) nttaché(s ) à un dimkre d'acide 3-hydrox ydécanoïque est connue depuis 

longtemps (Edwards et Hliyashi. 1963: Hauser et Kamovsky. 9 1957: Jarvis et 

Johnson. 1949: Kunoka et Liu. 1967). Ces molécules amphiphiles sont les surfactants 

d'origine microbienne les micux caractérisés (Lang et Wullbrandt. 1999: Maier et 

Soberon-Chavez. 1000: Ochsner rt uL. 1995). Les rhamnolipides sont excrétés sous la 

forme d'une mixture de nombreux conginères possédant une chaîne lipidique d'une 

longueur variable ( DCziel et ut.. 1999b: Déziel et ai.. 1000). Ces molécules sont produites 

aussi bien par les souches doorigine environnementale que médicale (Berg ri a!.. 1990: 

Johnson et Boese-Mrimuo. 1980). et autant sur des substrats solubles (ex. glucose. 

gIyCrol. mannitol). que peu solubles (ex. huiles végétales. hydrocarbures aliphatiques et 

aromatiques). Le rôle physiologique exact des rhamnolipides reste mal compris (discuté à 

la section 5-3.6) .  

La voie de biosynthkse originalement postulée (Burger et cri., 1963. 1966) est maintenant 

presque ducidie (Maier et Soberon-Chavez. 2000) (voir I'article $2 à la section 5.2 et la 

Figure 5.1 ). Les rhamnolipides sont des métabolites secondaires dont la production est 

régulée simultanément avec les autres facteurs de compétition/viruIence extracellulaires 

de P. rrrniginusu (Van Delden et Igiewski. 1998). L'expression des gènes de virulence 

est contrdée au niveau innscriptionel par deux systèmes de signalisation intercellulaire 

tel que discuté auparavant (section 2.6.1.1.1.1 ) La synthèse des rhamnolipides dépend du 



système rhl (Ochsner ri ui.. 1994b: Ochsner et Reiser. 1995: Pearson rf ul., 1997). Ce 

systime contrôle rhlB et rltlC. lesquels codent pour les rharnnosyltnnsfénses 1 et 2. 

respectivement responsables de la 1 '" et 7' gl ycosylation du dimère lipidique (Ochsner et 

ul.. 1 994a: Rahim ri ul.. 200 1 ). 

2.6.2.2. Biosurfactmts et biodkmdation 

En 1971. Hisatsuka ci tri. ont &di& une substance produite par une souche de P. 

oencyinosu qui stimulait sa croissance sur I'hexadécane. La substance avait des propriétés 

trnsioactives et ~mulsionnantes et Fut identifiée comme un rhamnolipide. Puis. Itoh et 

Suzuki (1972) ont trouvé qu'un mutant d'une souche de P. urnryino-su ne pouvait plus 

croître sur la n-paraffine (liquide) depuis qu'il avait perdu sa capacité de produire le 

biosurfactant. et que la croissance &ait rrstaurke par l'ajout de rhamnolipides provenant 

de la souche originale. Toutefois. l'ajout de tréhalose lipides. un biosurfactant non 

produit par P. urmginosu. n'rut aucun effet stimulateur. suçgtinnt la spécificité de ces 

biosurfactants. Le même t>pe de sp&iticitti a étk suggéré avec les sophorolipides de 

Tondopsis homhit-ultr (Ito et Inoue. 1981). Depuis. la littknture souligne le lien entre la 

croissancr microbienne sur des substrats insolubles. sunout les alcanes linéaires liquides 

et autres huiles. et la production de biosurf3ctants (Bertrand et uf.. 1994: Finnerty. 1994: 

Hommel. 1994: Hornmel. 1 990). La production exclusive ou supérieure de biosurfactants. 

ou de biotimulsifiants. lors de la croissance sur les n-alcanes suggère fortement qu'ils 

puissent no i r  un rôle a jouer dans I'assimilation de substrats faiblement disponibles 

(Cameotn et of.. 1983: Chrikravarty et dl..  1975: Goma et ui.. 1974: Reddy rr di.. 1983: 

Yoshida et Yarnane. 197 1 ). 

Des biosurfactants furent détectés dans le milieu de culture de P. umiginosu S8 lors de la 

dé-gradation de differents alcanes (Shafeeq uL. 1989). Oberbremer et Muller-Hunig 

( 1989) ont itudie la bi~dé~gradation d'une mixture d'hydrocarbures en réacteurs contenant 

une suspension sol-eau. Le naphtalène fut dégradé lors de la premikre phase. mais la 



dégradation de la plupart des autres composés moins solubles eut lieu durant une seconde 

phase. après que la production de biosurfactants ait diminué Iri tension interfaciale. 

Des micro-organismes produisant des biosurfactants et bidmulsifiants se retrouvent en 

plus p n d e  proportion dans les sites contamines par des hydrocarbures que dans les sols 

non-contaminés (Parra rr ul.. 1989). 

L'habileté des biosurfactants à émulsionner des mixtures d'eau et d'hydrocarbures a été 

fréquemment observée (Churchill et ul.. 1995: Harvey rr ul.. 1990: Oberbremer et ul.. 

1990). Les rhamnolipides ont montre une excellente capacité i extraire les contaminants 

sorbés aux sols (Bai rt dl.. 1997: Herman et cil.. 1997: Lafrancr et Lapointe. 1998: 

Noorciman rr <il.. 1998: Schribenbogen et ul.. 1994). L'effet stimulateur sur la croissance 

de l'ajout de surfactants biologiques a été maintes fois rapporté ( Haferbuq et ul.. 1986: 

blocin et ul.. 2000: Zhang et Miller. 1992. 1994). Cependant. la production de 

biosurfactants ou de bioémulsifiants à partir de substrats hydrophobes aromatiques ou 

solides a éti très rarement rapportée. Une faible diminution de la tension superticiellr lors 

de la croissance de plusieurs souches de P.srcrdumonu.s sur le xylene a i t C  constatée 

(Cooper cr ul.. 1991 ). P. uunrginoscr UG? ounit prksenti une certaine activité 

tmulsifiante lors de la croissance sur le naphtalene (Berg er ul.. 1990). PselrtIomonus 

cepuciu AC 1 100 dégrade l'acide 1.1.5-tnchlorophénoxyacetique (2.1.5-T), un herbicide 

chlorée insoluble. tout en produisant un émulsifiant (Bane jee et ul.. 1983). Ce dernier 

adhérerait à la cellule pendant la croissance exponentielle et serait libéré dans le milieu de 

culture au début de la phase stationnaire. Ces auteurs ont proposé que ce bioémulsifiant 

puisse jouer un rôle dans le transport du substnt dans la cellule. Une souche de 

.b[vcobucteriz.rit<m sp. utilisant le di(2-kthylhex yi) phthalate comme substnt produisait une 

agent solubilisant. celui-ci augmentant la solubilité et favorisant la biodégradation de 

plusieurs phthalates (Gibbons et Alexander. 1989). Le seul exemple ayant été rapporté de 

production de biosurfactants lors de la croissance sur des HAP consiste en la synthèse et 



excrétion de rhamnolipides par des souches de P. ucnrginosu croissant sur le naphtalène 

et le phénanthrène (Déziel, 1996: Déziel a al., 1999b: Déziel et u l ,  1996). 

Alors que l'activité émulsifiante est facilement observable, l'habileti des biosurfactants à 

accroitre i'hydro-solubilité et la biodégradation des hydrocarbures solides a plus rarement 

Cté démontrée expérimentalement. Une augmentation de la solubilité apparente du 

phénanthrène a Cté mesurée lors de l'addition de rhamnolipides produits par P. 

uenrginoso PRP652 (Hunt et <ri.. 1994). Le biosurfactant produit par Rltodo~~occti.s sp. 

itait plus efficace et moins toxique que Ir Tween-80 dans la solubilization de plusieurs 

HAP (Kanga err ul.. 1997: Page et <il.. 1999). Zhang et Miller ( l9QZ) ont stimule la 

biodégadation de I'octadécane par P. urntginos<r ATCC 9077 en ajoutant des 

rhamnolipides produits par la même souche. L'utilisation du 4.4'-chlorobiphi.nyle par 

une souche d'.-llc*uiigt.nes ei,trophirs a aussi kté favorisee par l'ajout des rhamnolipides 

(Robinson er ai.. 1996). La biodégradation de 1'Aroclor 1212 en cultures liquides par une 

population bacterienne mixte a étC augmentée par l'addition d'un biosurfactant produite 

par P. cepuciu (Fiebig et trl.. 1997). Une augmentation de la biodégradation du 

phénanthrène par P. pirtiùu CRE 7 a Cté observée suite à l'addition de rhamnolipides 

(Zhang et ul.. 1997). Un accroissement de la solubilité apparente du naphtalkne servant 

de substrat pour la production de biosurfactant par P. urroginos<r 19SJ a Cté rapportée 

(Déziel er dl.. 1996). Ces auteurs suggéraient que la pseudosolubilisation du naphtalène 

puisse favoriser sa biodisponibilité. L'addition de biosurfactant peut parfois inhiber la 

biodégradation des contaminants. entre autre parce qu'ils sont préférentiellement 

degradés par les micro-organismes et entrent donc en compétition avec les hydrocarbures 

(Deschênes er ut.. 1996: Foght et uL. 1989: Vipulanandan et Ren, 2000). 

2.6.2.3. Les biosurfactants sont-ils impliqués dans la biodémdation des 

molécules organiques hvdrophobes ? 

Mnlgé les très nombreux arguments trouvés dans la littérature depuis 35 ans appuyant le 

troisième mécanisme d'assimilation, c.-à-d. que des micro-organismes croissant sur les 



substrats hydrophobes produisent des biosurfactants pour accroître la biodisponibilite de 

ce substnt. les démonstrations sont peu convaincantes. La plupart des indications d'une 

activiti de pseudosolubisation active)) rapportés. mëme pour les hydrocarbures liquides. 

sont circonstanciels (e-p. Goma rr al.. 1974: Goswami et Sin*. 199 1 : Ito et houe. 1982: 

Rambeloarisoa et of.. 1 981). Une population microbienne enrichi pour sa croissance sur 

l'cinthncthe produirait un agent solubilisant favorisant la biodégradation de cet HAP 

( G n y  et dl.. 1994). Une souche de P. amiginosu membre d'un consortium dégradant une 

mixture d'HAP ne pouvait croître que sur les métabolites de dégradation du naphtalène et 

phénanthrène produit par les autres bactéries du consortium (Anno er ul.. 1998). Ces 

auteurs affirment que la présence de cette souche favorise le consortium mais 

I'importancc de la production de rhamnolipides n'a pas été dimontrke. Un consortium 

capable de minCrdiscr le benzo[a]pyrthr en présence de diesel a récemment CtC isolC 

(Kanaly er d.. 2000). La population microbienne utiliserait le diesel pour produire des 

surfactants favorisant la solubilisation et biodé_mdation du HAP. 

L'isolement de mutants ayant perdu la capacité de produire des biosufiactants est 

probablement la meilleure façon de virifier le rôle et I'importancr de ce phénotype. En 

plus des observations de ltoh a Sumki (1971) mentionnées plus haut. Cameotn rr dl. 

( 1953) ont obtenu un mutant de la levure Endomw-opsis lipuivticu par irradiation UV. Ce 

mutant était incapable de croitre sur des alcanes solides ou liquides. 3 moins que Ir 

substrat ne soit solubilisé par un surfactant synthktique. Un mutant de P. urrtiginosrr 

hyperproducteur de biosurfactants a Cté obtenu par irradiation gamma (Iqbal et ai., 1995). 

L'augrnentation de la production de rhamnolipides expliquerait Ir croissance améliorée 

de ce mutant sur l'huile brute et I'heptadécane. Le principal problème de ces méthodes de 

mutagenise non-spicifique est que plusieurs mutations peuvent apparaître affectant 

plusieurs gènes. pas nécessairement ceux responsables de la synthèse des biosurfactants 

(par exemple. des senes codant pour les enzymes impliques dans la dégradation des 

hydrocarbures poumient étre modifiés). 



Un mutant de P. ueniginosu PG20 1 non-producteur de rhamnolipides et incapable de 

croître sur I'hexadécane a été obtenu par insertion aléatoire d'un transposon Tnj (Koch et 

dl.. 199 1 ). Cependant. la mutation n'inactivait pas uniquement la synthèse des 

rhamnolipides mais plutôt le gène régulateur rhfR (Ochsner rr al., 1994b). Par 

conséquent. ce mutant n'était pas uniquement affecté dans la synthèse des rhamnolipides. 

La mutagenèse par insertion de transposon fut cependant employée avec succès par 

Ochsner et dl. ( 1994a) pour isoler les gènes rhL4B codant pour la rhamnosyltnnsfénse 1. 

l'enzyme responsable de la synthése des mono-rhamnolipides. Ces chercheurs ont alors 

observe que la croissance sur I'hexadécane des mutants non-producteurs de 

rhamnolipides citait ralentit mais pas nulle. II s'agissait de la première démonstration 

directe que la synthèse des rhamnolipides facilite la croissance sur un alcane linéaire 

liquide. 

Le micanisrne par lequel les rhamnolipides pourraient aider la bactins productrice reste 

inconnu. Srkelsky et Shrere (1999) ont présenté un modéle décrivant la biodégradation 

de I 'hrxadécrine par P. ~rniginoscr PG2O 1 assumant que l'assimilation s'e ffectur 

exclusivement par pseudosolubilisation et incorporation de micelles (3' mode 

d'assimilation décrit 3 la section 1.6). Cependant. le modkle prédit relativement mal les 

données expérimentales obtenues. sunout pour une souche d'origine produisant elle- 

meme des rhamnolipides. 

2.6.3. Lien potentiel entre adhérence et biosurfactants 

La ~mnde majorité des itudes concernant la production de biosurfactants et 

bioérnulsifiants par des micro-organismes croissant sur un hydrocarbure sont reliées à 

l'utilisation des alcanes linéaires liquides. Deux tyes  de mécanismes ont été proposés 

pour expliquer le rôle des biosurfactants dans la dégradation des alcanes (Hommel. 

1990). Les biosurfactants ioniques eatncellulûires, comme les rhamnolipides et les 

sophorolipides. émulsionnent ou pseudosolubiIisent le substrat hydrophobe le rendant 

plus biodisponible soit par augmentation de la surface d'échange, soit par assimilation 



directe des moiecuIes retrouvées dans des micelles. Il arrive toutefois que les molécules 

de biosurfactants restent attachées i la paroi cellulaire et la rendent hydrophobe. ce qui 

poumit faciliter Ic contact avec les hydrocarbures et faciliter leur dimision dans la 

cellule (Fiechter. 1992: Haferburg ri cil.. 1986: Hommel. 1994). 

I l  semble très probable qu'il y a un lien entre les biosurfactants et I'hydrophobicité de la 

paroi cellulaire. En fait. ces deux phénoménrs sont depuis longtemps considérés comme 

indissociables. On peu difficilement deteminer la contribution relative de chacun pour la 

croissance sur les hydrocarbures car 1 'adhérence des cellules au substnt hydrophobe 

liquide cause elle-mPme une imulsion en empèchant la coalescence des gouttelettes fines 

( Erickson et Nakaham. 1975). 

Zhang et Miller ( 1994) ont Ctudié quatre souches de P. urnrginosu mitabolisant 

l0octad2cane. Les deux souches ayant une surfÿcr très hydrophobe dé+gadaient 

l'octad~cane. un alcane solide, beaucoup plus rapidement que les souches moins 

hydrophobes. L'addition de rhamnolipides purifiés dans les milieux de cultures a 

au-menti la biodégradation de I'octadÇcane par solubilisation. Toutefois. l'activité 

catabolique des souches moins performantes a été davantage stimulie par le 

biosurfactant. ce qui fut attribuie à l'accroissement de I'hydrophobicité de leur surface 

cellulaire. Essentiellement le mème risultat a été obtenu par ['addition des surfactants 

synthktiques Tween Y0 et Triton X-100 (Churchill et Churchill. 1997). L'ajout de 

surfactants synthktiqurs peut parfois favoriser l'augmentation de I'hydrophobicité 

( Rosenberg. 199 1 ). 

Un lien entre le contact direct et la pseudosolubilisation doit probablement exister parce 

que la source de carbone nécessaire pour la production de l'agent tensioactif doit venir du 

substnt hydrophobe lui-même. II devrait donc y avoir une adhérence préalable à la 

production de biosurfactants (Wilson et Bradley. 1996). En accord avec cette proposition, 

une au-mentation importante et temporaire de l'hydrophobicité d'une bactérie croissant 



sur le naphtalène a ité observée juste avant le début de la production de biosurfactants 

(Déziel et ul. 1996). D'autres ont obtenu un accroissement similaire de I'hydrophobicité 

avant l'accumulation de rhamnolipides dans le milieu de culture (Arino et uL, 1996. 

1998). 

Suite à une synthèse exhaustive de la littérature. Neu (1996) conclut que ce qu'il nomme 

les «surface-active compounds>) (un groupe de rnolÇcules qui inclut les biosurfactants et 

les polpéres amphiphiles et polyphiles) doivent *ire responsable de la régulation de 

I'hydrophobicité de la surface des cellules bactkrie~es. A partir de ces constatations. une 

cordation entre la capacité de produire du biosurfactant et I'hydrophobicitS de la surface 

externe a effectivement i t k  observée (Pruthi et Cameotm. 1997). Rt'cernment, Bouchez- 

Naïtali zr d. (1999) ont investigui la prévalence des deux modes d'assimilation en 

criblant une banque de souches digradant 1.hexadécane. Quoique 53% des isolats 

pouvaient produire des biosurfactmts. le micanismr d'assimilation par micelles ne fut 

assigné qu'à 1 I O 1  des isolats car la plupart étaient Fortement hydrophobes et les 

molécules amphiphiles semblaient le plus souvent associkes avec la surface cellulaire. On 

connaît extriimrment peu sur la production de biosurfactants en conditions 

environnementales naturelles et sur le rôle qu'ils peuvent jouer dans le mode de vie des 

micro-orgmismes producteurs. 

2.6.4. Autres mécanismes proposés 

2-6.4.1. Transport actif 

Xliller et Banha (Miller et Bartha. 1989) ont suggéré que la micalcitrance» d'un polluant 

puisse parfois s'expliquer par une limitation de son transport («uptake)>) dans les micro- 

oganismes. Les mécanismes d'assimilation des HAP par les micro-organismes ont été 

très peu CtudiCs (Providrnti et ul. 1993). Un phénomène de diffusion passive est 

généralement admis (Bateman et ul.. 1986) mais la présence d'un système de transport 

actif chez une souche de P. fluorescens dégradant le naphtalène a aussi été observé 



(Whitman CI ~ 1 . .  1998). Cependant. la diffusion passive a récemment Sté rapportée chez 

une autre souche de P. fltiorescns. de même qu'un système d'efflux actif (Bugg et uL, 

2000). Si la prC.valence d'un système de transport actif est éventuellement confirmée. 

alon Ir taux de tnnspon tnns-membnnaire deviendrait un facteur limitant très important 

ii itudier (Mihelcic et dl.. 1993). 

2.6.4.2. Chimiotrictisme 

Il est bien document& que la direction de la motilité flagellaire chez P. <rmrginosu. 

comme chez les autres espices motilrs. n'est pas un phinomène aléatoire mais plutôt 

orienté par une attinnce vers un grand nombre de substances chimiques. ce qu'on appelle 

chimiotactisme (Xloulton et Montie. 1979). Jusqu'à rkemment. aucune etude ne 

rapportait la pri.sencc Je ce phinotgr chez lès bacteries mktabolisant les HAP. 

Cependant. une publicrition d6montnnt chez P. pitridu le phénomins de chimiotactisme 

envers le naphtalkne est paru en 1997 (Grimm et Hanvood. 1997). ci plusieurs autres ont 

i.16 publiées depuis ce temps (Grimm et Hmvood. 1999: Man et Aitken. 1 999: Samanta 

et Jain. 2000 ). 

2.7. CONCLUSION 

La biorestauntion présente un excellent potentiel pour dépolluer les sols contamines. 

Toutefois. la biodtigadaiion intrinskque de certains polluants. tels les HAP. est souvent 

trop lente et limitée pour rendre attrayante l'application immédiate i _mnde échelle de 

cette biotechnologie. Le principal facteur limitant la bi~de~gadation de ces molécules est 

leur trop faible biodisponibilité. N6anmoins. certains micro-organismes ont développé 

des adaptations physiologiques leur permettant d'accéder aux substrats hydrophobes peu 

biodisponibles pour d'autres micro-organismes. Le contact direct par adhérence sur le 

substrat et la production de biosurfactants représentent les deux mécanismes microbiens 

les plus souvent c i t k  Ainsi. le taux de biodé_mdation des substrats hydrophobes dépend 

de 13 surface totale disponible. soit pour I'attachement/adhésion des cellules. soit pour 



l'activité de solubilisation/émuIsi ticatioii. Toutefois. la capacité des micro-organismes à 

adhérer aux surfaces semble le mkcanisme le plus important permettant la croissance sur 

les substrats hflrophobes. De plus. i l  est trks probable que les molecules amphiphiles 

(surfactants) produites par les micro-organismes interviennent dans ce mécanisme 

comme médiateurs. 



3.1. MISE EN CONTEXTE DE L'ARTICLE @ I  

Tel que décrit au Chapitre 4. les premiers travaux de ce projet de recherche ont consistés 

a étudier la croissance de P. ueniginosu 57RP en cultures liquides avec des alcanes 

linéaires comme seul substrat. Lors de l'ensemencement d'SchantiIlons de certaines de 

ces cultures sur géloses nutritives. nous avons constaté la présence de plusieurs colonies 

inhabituelles. d'aspect rugueux. beaucoup plus petites que la forme habituelle des 

colonies de 57RP. Une gamme d'analyses phénotypiques et @notypiques ont permis de 

conclure que ces colonies ne provenaient pas de bacteries contaminantes mais étaient 

plutôt le rkul tat d'un phCnomCne de «variation phénotypique)). La croissance de ces 

variants est favoriskr lorsqu'un n-alcane liquide est utilisé comme substrat par 57RP. 

Cet article de recherche originale a Cté publié en 100 1 dans Joiirnul (@ictrrioiuy?*. vol. 

183. p. 1 1954204. Nous y décrivons la caractérisation de variants phénotypiques de la 

souche 57RP. une première chez L'espèce P. urniginosu. et démontrons que les variants S 

sont particulièrement bien adaptes ji amorcer la formation de biofilms. Nous proposons 

que la variation phtnotypique est le mécanisme cmployi par 57RP. et probablement 

d'autres souches de P. cienrginosu. afin qu'une population bactérienne puisse rapidement 

initier la formation d'un biofilm quand les conditions environnementales sont favorables. 

Un concept similaire est suggeré chez d'autres bactéries tels Strlmonrlku ~phimtiriitm. 

Vibrio cholerue. Sruphdococclcs rpiikrmidis et .-Lcrinobucillirs crctinomycrtemcorni~<ins 

(Hase zr uL, 1999: Romling et (11.. 1998: Yildiz et Schoolnik. 1999: Ziebuhr et dl.. 

1999). 
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Psruclornon~s ucrrniginosu is an ubiquitous environmental bacterium capable of forming 

biotilms on surfaces as a survival stntegy. [t exhibits 3 large variety of 

competition/virulence factors, such as three types of motilities: flagellum-mediated 

swimming and swarming, and type IV pili-mediated twitching. A stntegy fiequently 

used by bacteria to survive changing environmental conditions is to create a 

phenotypically hrterogeneous population by a mcchanism called phase variation. In this 

report, we drscribe the chancterization of phenotypic variants forming small. rough 

colonies that spontaneously emerged when P. urnrginoscl 57RP was cultivated as a 

biofilm or in static liquid cultures. These Srnall (S) colony variants produced abundant 

type IV fimbriae. displayed defective swimming, swarming and twitching motilities. and 

werc impaireci in chemotaxis. They also autoaggregated in liquid cultures. and rapidl y 

initiatrd the formation of strongly adherent biofilms. In contrast. the Large ( L )  colony 

variant (parent form) was poorly adherent. homogeneously dispersed in liquid cultures 

and produced scant polar fimbriae. Funher analysis of the S variants demonstrated 

differences in a variety of other phenotypic traits. including increased production of 

pyocyanin and pyoverdine. and reduced elastasr activity. Under appropriate groowth 

conditions. cells of rach phenotype switched to the other phenotype at a fairly hi& 

frequcncy. We conclude that these S variants resulted from phase variation and were 

selectively rnriched when P. ueniginosu 57RP was gro~m as a biofilm or in static liquid 

cultures. We propose that phase variation ensures the prior presence of phenotypic fonns 

well adapted to initiate the formation of a biofilm as soon as environmental conditions are 

favorable. 



3.2.2. Introduction 

Psriidon~onus uenrginusu is a Gnm-negative bactenum found in almost every ecological 

niche. including soil. water. and plants. It is also an important opportunistic pathogen of 

humans. primarily infecting immunocompromised patients (Govan et Deretic. 1996). 

Rrcent reports indicatr that environmental and ciinical P. rieniginosu strains are 

functionall y equivalent and taxonomicall y indistinguishable (Foght et al.. 1996). The 

succrss of P. uenigino.su in various environments is attributed to its broad metabolic 

versatility. and its elaboration of many cell-associated and secreted virulence/survival 

factors (Van Delden et Iglewski. 19%). 

Among the cell-surface structures of P. uerziginoso. the polar flagellum is responsible for 

a mode of motility in aqueous cnvironrnent called swimming. As with most other motile 

bactrria. direction of movement is biased by chemotactic responses to chemical stimuli 

(Cravrn et Montie. 1985: Masduki et d.. 1995: Tayichi et ul.. 1997). Flagella also 

mrdiatr a mode of social motility known as swarming. recently described for the first 

timr in P. rreriigirrosu (Rashid et Komberg. 1000). Other cell surface structures acting as 

viru1sncr~sun;ival factors are type IV pili. These polar fimbriae are presumably the 

principal ridhesins. rnediriting iiic adherence to eukaryotic cell surfaces (Hahn. 1997). and 

probably to ûbiotic surfaces as well (Semmler et ui.. 1999). They are also responsible for 

the tlagellum-indeprndent mode of surface translocation called twitching motility 

( Darzins et Russell, 1997: SemmIer et ai., 1999: Wall et Kaiser, 1999). 

Bacteria in natunl habitats usually grow as biofilms. organized communities of cells 

smbedded in an extracellular polysaccharide matrix and attached to a surface (Costerton 

et ut-. 1995). In recent years. a great deal of knowledge about how cells initiate biofilm 

formation has been gainrd (Stickler. 1999: Watnick et Kolter, 2000). Escherichia coii 

mutants drfective in biofilm formation were found either to lack the ability to produce 

type 1 pili or to be non-rnotile (Pratt et Kolter. 1998). Similarly. flagellar motility and 



type IV pili-based twitching motility have been s h o w  to be required for the initial 

attachment and development of a biofilm by P. uencginosu (0'TmIe et Kolter. l998a). 

Biofilm bacteria display particular phenotypes that distinguish them from their fieely 

rrowing counterparts (Costerton et cil.. 1995: Watnick et Kolter. 2000). The differential 
C 

expression of a large number of genes is known to occur in the initial steps of biofilrn 

formation (Costerton er oL. 1995: Prigent-Cornbaret et ul.. 1999). such as the 

upregulation of exopol ysaccharide synthesis following bacterial adhesion to a surface 

(Davies et d. 1993: Prigent-Cornbaret et ul.. 1999). However. a regulatory system 

controlling the conversion to the biofilm phenotype hns not been described yet. 

A stntrgy that bacteriri use to rapidly adapt and survive when environmental conditions 

change is to create a phrnotypically diverse population by a mechanism called phase 

variation. that is. the high- frequenc y and reversi ble switching of phenotypic traits 

(Dybvig. 1993). In Gram-negative bacteria. the expression of a number of cell surface 

structures and outcr membrane protrins. especiall y thosc l inked to 

adhesion/ag~~egation/colonial morphology. is known to be regulated by phase-variable 

rnechmisms ( reviewd in Henderson et ti1. . 1 999). 

As ;i part of a research project aimed at understanding the physiological rnechanisms used 

by P. timrginoso to access and catabolize hydrophobic. poorly bioavailable substrates 

such pstroleum (Déziel et dl . ,  1996). we have observed the spontaneous ernergence of 

altemate phenotypic forms growing as small. r o u a  colonies when P. uenrginosa S7RP 

was cultivated as a biofilm or in static liquid cultures (E. Déziel. Y. Comeau. et R. 

Villemur. 99th .&SM Genenl Meeting. abstr. K-57. 1999). Since colonial morphology 

refiects the differential expression of components on cell surfaces within the colony, we 

hyothrsized that the adherencr ancüor motility behavior of this smal l colony phenotype 

might be aitered. 



In this report. we describe the isolation and characterization of phenotypic variants of P. 

w r t g i n o s i  57RP. In contnst with the Large (LI colony variant (parent form). the Small 

(S)  variants produced abundant polar fimbriae. displayed reduced flagella (chernotactic) 

and twitching motilities. and rapidly initiated the formation of strongly adherent biofilms. 

Undrr appropriate growth conditions. cells of each phenotype switched to the other 

phenotype at a fairly high frequency. suggesting that these Small variants resulted from a 

reversible phase variation phenornenon and were sçlectively enriched ivhen P. 

<rerig»ios~i was groown as a biotilm or in static liquid cultures. 

3.2.3. Materials and mcthods 

3.2.3.1. Bacterial strains and culture media. 

P. uenrginosu 5 7 RP was original 1 y isolnted from a h ydrocarbon-contaminated soi1 

( DCzid er of.. 1996). Bacteria irrrrc: routinrly subcultured on tryptic soy agar (TSA) plates 

from frozcn stocks. and ovemight cultures in Luria-Brrtmi broth (LB) at 37°C and 250 

rpm were used IO prepare inocula. unlrss stated othenvisr. 

3.2.3.2. Evrilurition of cell-surface hvdrophobicitv and cell adherence. 

M4TH.  Estimation of microbial cell-surface hydrophobicity was performed with a 

Microbial Adhesion To Hydrocarbon test (MATH; Rosenberg et ul.. 1980). Cells fiom 

ovemight cultures were washed hvice and resuspended in 25 mM phosphate-buffered 

saline (PBS) to an ODooo ,,, of approx. 0.6. Then. 1.5 mL of this suspension was mixed 

with vanous volumes of hexadecane (ranging frorn 0-700 pl) in 16 x 125 mm test tubes 

and vortexrd for 30 sec. .4tter 30 min equilibration. the loss in absorbance of the aqueous 

phase relative to that of the initial ce11 suspension was rneasured and hydrophobicity was 

estimated by calculating the percentage of cells adhering to hexadecane. 



MATS. To estimate the adhesion potential of the cells, the MATH test was modified by 

replacing the hexadecant: with different amounts (0-900 mg) of fine granular silica sand 

(MATS: blicrobial Adhesion To Silica sand). 

3.2.3.3. bloti litv and clit.mota.uis assavs. 

Swimniing. Typtone swim plates ( 19'0 tryptone. 0.5% NaCl and 0.3% agar) were 

inoculatcd with a stenle toothpick and incubated for 16 h at 25°C. Motility was then 

asscssed qualitatively by examining the circular turbid zone formed by the bacterial cells 

migrating away from the point of inoculation. 

Swarming. Swarm platrs were composed of O.jO/o Bacto-agar and 8 g/L nutrient bmth. 

both from DiTco (Detroit. Mich.). supplcmentrd with 5 g/L dextrose. and drird ovemight 

at room temperature (Rashid et Komberg. 2000). Crlls were point inoculated with a 

sterilr toothpick and ihr plates wcre incubated at 30°C for 24 h. 

Twitdring. Cells were stab inoculated with a toothpick through a thin (approx. 3 mm) LB 

agar layer ( 1 %  agar) to the bottom of the Petri dish. After incubation for 24 to 48 h at 

30°C. a hazy zone of growth rit the interface brtween the ûgar and the polystyrene surface 

was obsrrvsd (Darzins. 1993). The übility of bacteria to strongly adhere and form a 

biotllm on the polystyrenr sudice was then sxamined by removing the agar. washing 

unattachrd cells with a stream of tap w t e r  and staining the attached cells with crystal 

violet ( 196 w/v soIution). 

Flagellar c*humotaris. The chsrnotactic response was quantified by a slightly modified 

version of the capillary assay of Mazurnder et ul. ( 1999). A l cc tuberculin syringe with a 

disposable 25-gauge neerdle (Trmmo Medical Corp., Elkton, MD) was filled with 100 pl 

Bushnell-Haas (BH) minera1 salis medium (Difco) containing 0.1% tryptone as a 

chemoattnctant. Cells were grown in LE3 at 37°C up to the logarithmic phase, washed 

and resuspended in BH. .A 100 pl sarnple of this bacterial suspension was drawn into a 

200-pl pipette tip. The sy-inge was then inserted and tightly fit into the tip with 3 mm of 

the nerdle rngaged into the ce11 suspension. Control capillaries containing only BH were 



performed with each assay. Duplicate apparatus were incubated at 37°C for 45 min and 

the content of the syringe was then diluted in 25 mM PBS and plated ont0 TSA plates for 

cell enurneration. 

3.2.3.4. Biofilm formation assav with polvstvrene culture tubes. 

The biofilm formation protocol was adapted from OToole and Kolter (OToole et KI 01 ter, 

1998b). Polystyrene 12 x 75 mm tubes containing 0.5 ml of BDT medium (BH mineral 

salts medium supplemented with 0.2% dextrose and 0.j06 tryptone) were inoculateci from 

ovemight LB cultures and incubated at 32°C without agitation. At reylar time intervals. 

triplicatr tubes wrre rinsed thoroughly with water and a ISO solution of crystal violet was 

added to stain the attached cells. Afler 10-1 5 min of incubation at room tempenture. the 

tubes wrre rinsed with water and the biornass of attached cells (biofilrn) was quantified 

by solubilisation of the dye in 2 ml of 9596 ethrinol. The ribsorbance was merisurcd at 600 

nm with a spectrophotorneter. 

3.2.3.5. Sensitivitv to oxidative stress. 

The disk assay of Hassett et al. ( 1995) was uxd to test the sensitivity of cells to oxidative 

stress. Brietly. 100 pl aliquots fiom cultures in rnid-log or stationary phases of growth 

were uniformly spread on TSA and medium .\ (King et ul.. 1954) plates containing Z?*h 

agu. Sterile Whatman no. 1 filter paper disks (7 mm diam) impregnated with 10 pl of 

3096 H20Z were placrd in trîplicate on each plate. The diarneter of the zones of growth 

inhibition around the disks was measured after 5 h of incubation at 37OC. 

3.2.3.6. Production of exoproducts. 

P)oqanin. Bacteria were grown for 30 h at 37°C and 250 rpm in 2 ml of medium A. 

which promotes ppyan in  production. and the relative amount of pyocyanin in culture 

supernatant was measured spectrophotometrically at 695 nm. 



Fpverdine. Cells were cultivated at 37°C and 250 rpm for 16 h in 2 ml of medium B 

(King et ai.. 1954). The relative concentntion of pyoverdine was quantified in the 

supematants by measurement of the fluorescence at 160 nm aAer excitation at 400 nm 

with a Spectramax Gemini microplate spectrofluorometer (Molecular Devices Corp.. 

Sumpale, C.4). 

Total proteases and elastase. Elastase (LasB protease) activity was drtrrmined in liquid 

cultures by the elastin-Congo red (ECR) hydrolysis assay as descrïbed by Pearson n dl.  

( 1997). 

Determination of alginate proditciion. Cells were cultivated in LB supplemcnted w i th 

0.2% glycerol for 92 h at 37OC and 250 rprn. The cultures were then centrifuged at 8000 

I g for 5 min and the alginate contained in the siipematants wiis precipitated at -70°C for 

16 h with three volumes of 95% ethanol. The precipitate was recovered by centrifugation 

rit 18.000 x g for 15 min and resuspended in water. Alginate was quantified by assaying 

uronic acids tvith the bonte/carbazole method (Knutson et Jeanes. 1965). with D- 

rnannuronate Iactonr (Si-grna Chemical Co., St.Louis. Mo.) as a standard. Values tvere 

nonnnlized to ce1 l grotvth with total cellular proiein concentrations. Proteins were 

solubilissd in 0.1 N NaOH at 70°C for 30 min and analyzed by the mrthod of Bndford 

( Bio-Rad Laboratories. Hercules. CA). with bovine semm albumin ris 3 standard. 

Rharnnolipids. Cultures were conducted at 30°C in agitated glass test tubes containing 1 

ml of SW IIIOF minenl salts medium with 2% mannitol (Déziel et uL. 2000; Déziel et 

di.. 1996). Total production of al1 isorners of rhamnolipid biosurfactants was estimatrd in 

the supernatant by extraction and hydrolysis followed by quantification of rhamnose with 

the orcinol assay (Chandmrkann et BeMiller, 1980). The concentration of rharnnolipids 

was determined considering that 1 mg of rhamnose corresponds to 2.25 mg of 

rhamnolipids (Déziel et ai.. 2000). Because of the highly clurnping behavior of the S 

variants. the whole culture was evaluated for total protein content and correlated to 

rhamnolipid production. 



3.2.3.7. Electron microscopy. 

A drop of water was deposited on the edge of a colony from an overnight groown LB agar 

plate. Cells were allowed to bccome suspended for about I min. then a Formvar-coated 

copper grid was floated on the drop for about 45 sec, rinsed in a drop of water. and 

stained for 15 sec with a 296 aqueous solution of phosphotungstic acid. Samples were 

examined with a Hitachi H-7 100 transmission electron microscope. 

3.2.4. Results 

3.2.4.1. Emerrence of phenotwic variants of P. urrirqinostr 57RP correlates 

with biofilm formation. 

The wild-type P. urnrginosu 57RP parent stnin usually produccs large ( 4 6  mm diam 

afier I days at 30°C). fl3t colonies with an inegular, finely mottled prriphery on LB 

plates (Fig. 3 . M ) .  We had previously observed that when this stnin was cultivated in 

liquid medium with hexadecane as the substnte. there was a las phase (approx. 5-10 

days) before sipifkant gowth occurred. Intrrestingly, ai the onset of the cxponential 

growth phase. ive noticed the formation of a biofilm on the surface of hexadecane 

droplets and this was correlated with the appeannce of small. dry-looking colonies on 

agar plates. A progression from the wild-type fonn to the small rough colony phenotype 

with tnnsient appeannce of intemediate size and roughness was also noticed during the 

cultivation period on hexadecane (E. Déziei. Y. Comeau, and R. Villemur. 99th ASM 

General Meeting, abstr. K-57. 1999). 

.\ variety of colonial foms were recognized and isolated. Two typical small phenotypic 

variants (called Sl and S2) were seiected for a more detailed characterization. When 

cultivated on LB plates, the SI variant fomed small (-3 mm diarn afier 2 days ai 30°C: 

Fig. 3.1 8). convex. circular, and opaque colonies. whereas ccdonirs of the S2 variant 

were larger (-8 mm diam afier 2 days at 30°C: Fig. 3.1 C) and flatter, with a pnular  and 

irregular surface. This phenornenon was not restricted to strain 57RP since other P. 



orruginosu strains demonstnting a lag phase before growth on hexadecane also fomed S 

phenotypic variants (data not shown). Arbitnrily-primed PCR experiments with four 

different primers ( 10 nt each) produced the same DNA patterns with the two variants and 

the parental stnin (designated L variant), confirming that the S variants were not 

contaminants (data not shown). 

Whrn S variant colonies were cultivated into agitated broth medium. growth appeared 

dong the vesse1 walls as highly aggregative and adherent cells yielding low turbidity 

cultures. whereas the L variant gew as a turbid. homogeneous suspension with no 

adherent cells (Fig. MD). The clumping behavior of the S variants prevented 

representative sampling of liquid culture media. However. no difference in growth 

kinrtics between the L and the S variants was observcd when cultures were grown in 

glass test tubes and the wholr content was evaluated for total proteins. Under static 

culture conditions, the L variant fint grew evenly in suspension in the medium then 

slowly fomed a surface film. Plating of this pellicle showed that it was essentially 

composed of S variants. Accordingly. when cultivated in the same conditions. the S 1 and 

SZ variants predominantly grew as a thick pellicle at the surface of the liquid with a clear 

supernatant. 



Figure 3.1 Visual differences between growth phenotypes. 

(A to C) Colonies of L variant (A), S1 variant (B; the arrow indicates the emergence of a L- 

type revertant sector emerging from the side of a colony), and S2 variant (C) on L8 agat 

plates incubated at 30°C. (O) Ovenight growth in broth medium with shaking. The L and 

Slrev variants grew homogeneously dispersed in the medium whereas the S1 and S2 

variants preferred the interface and the glass surface. S l  rev is an L variant resulting from 

the reversion of an S i  variant, 

Since the S variants produced adhtirent gowth. we postulated that they could be more 

efficient thnn the L variant in initiating the formation of biofilms. In fact. we noticed that 

biotilms formed in test tubes or in continuous-flow bioreactors after inoculation with the 

L variant were nlways predorninantly composed of S phcnotypic vanants. The dynamic 

of biofilm formation was rnrasured for the three variants by cultivating them in non- 

agitatrd polystyene tubes. .As shown in Fig. 3.2, the L variant did not form a significant 

biofilm nftrr 1 O h of incubation. In contnst. the S variants quickly adhered and fomed a 

dense biofilrn within a few hours. The biofilm fomed by SI then npidly dispersed, 

probribly following sxhaustion of the grott-th substrate. whereas the biofilm developed by 

S 2  was much more stable. cvcntually coming off as large ce11 clumps during the washing 

steps (as s h o w  by the larger error bars at the end of the incubation period). 



Figure 3.2 Kinetics of biofilm formation. 

L (O). S1 (0). and S2 (A) variants were cultivated in polystyrene tubes at 32'C without 

agitation. At the indicated time intervals, tiiplicate tubes were rinsed and stained with 

crystal violet. The amount of stained cells was then quantified by spectrophotometiy ( A ~ w )  

after solubilization of the dye in ethanol. 

3.ZA.Z. S wrirints crin revert to the parent L variant phmotme. 

Outside of a srlectivr environment. the SI variant revened to the L phenotype at a 

relotively hi@ frequency. Tnnsfer plating of an SI colony on TSA plates consistently 

resulted in the smergrnce of L-type revenants foming secton ernerging from the 

colonies (nrrow on Fig. 3.18). For example. after one week of incubation at rwm 

temprnturç. most colonies on a plate dispiayed outpowth of L variant cells. The same 

phenomsnon also occurred with the SI  variant but at a much lower fiequency. with only 

occasional revertants appearing on plaies. Bccausr of the differences in growth behavior 

and environmental niche preferences between the L and S variants. detemination of 

switching rates is not readily possible. 



2.2.4.-3. S variants demonstrate increased cell-surface hvdrophobicitv and 

dhesivitv. 

The aygegating and iidherent behavior of the S variants suggested that their cell-surface 

hydrophobicity w s  highrr thm the L variant. According to the standard assay used to 

quantitative1 y evûluate ce11 surface hydrophobicity (MATH test). the cell surface of S 1 

\vas much more hydrophobie than the surface of the parent L variant (Fig. 3.3A). 

However. tliis variant w3s dso more iidhesive to silica sand. a hydrophilic substratum 

(Fig. X B ) .  indicciting that the S variants are rnainly chancterized by their adherence. It  

1 ~ 3 s  not possible to perform these assays with SZ brcause of the highly dumping 

bchavior of this variant. 

O 200 400 600 800 
Hexadecarie (pl) 
- 

O 500 1000 

- - - - - - 

Silica sand (mg) 

Figure 3.3 Evaluation of the cell surface hydrophobicity and adhesion potential of L and S1 

variants. 

With the MATH (A) and MATS (B) tests, respectively in L ( 8 )  and S1 (0) variants. Various 

amounts of hexadecane (MATH) or silica sand (MATS) were mixed with a washed cells 
suspension in PBS, and the optical densities at 600 nm before and after were compared. 

Values for the MATH test are means f standard deviation of dupliates. 



3.2.4.4. S variants rire deficient in swimminn. swarminn and twitching 

motilities. 

The reduced diametcr of S variants colonies suggested that they were impaired in rnotility 

and'or chrrnota~is. When the S variants were cultivated on soft agar plates. their zones of 

swirnming were rcduced compared to the L phenotype. with S2 producing slightly larger 

zones than SI (Fig. 3.4.4). There was some dispersion of cells from the point of 

inoculation but without the formation of concçntric chrmotactic rings. suggesting that the 

S variants are not cornplrtely defective in rnotility but may be impaired in chemotaxis. 

Microscopie examination showed that the S variants w r r  motile but many cells exhibited 

a tumbling behavior. random movsments. and lacked the directional swirnming typical of 

the L phsnot>pe. On swarm agar plates. the S variants rernained near the point of 

inoculation and did not form the rxpanding and irregular bnnching pattem which is 

characteristic of swanning rnotility in P. uenrginosu. as recently described by Rashid and 

Kombrrg ( 2000) ( Fig. 3-48 ). 

Finally. whcn the stnins w r e  stabbed through a thin agar la-r. the S vanants formed a 

more reduced and drnser zone of twitching motili ty at the pol ystyrene!agar interface than 

the L variant (Fip. 3 . K ) .  When the agar was scnped off and the polystyene surface 

rinscd with tap watrr. the thin layer of L variant growth was readily dispersed by the 

stream of water. whereas the bactrria in the nvitching zone of the S variants remained 

firmly attachrd to the polystyene surface. Staining with crystal violet indicatcd that the 

attached cells closely rnatchrd the twitching area (Fig. 3.4D). Furthemore. observation 

of the stained crlls area on the polystyrene plate demonstnted stnking differences 

brnveen the adherence pattem of the SI and SZ variants. SI produced an rxpanding 

donut-shaped adherent zone. indicating that only the outer side of the twitching area was 

attachrd. whereas SZ cells remained adherent to the polystyrene surface. with only a few 

bacteria releasrd fiom the center of the colony (Fig. 3.4D). blicroscopic analysis revealed 

that the Ieading edge of the twitching zone was composed of nfis of cells longitudinally 

oriented toward the rxpanding direction of the colony (Fig. 3.4E-H). These rafts were 



usually composed of a single layer of cells. but their density varied depending on the 

culture medium and tempenture of incubation. Behind these rafts. a complex lattice-like 

amngement of cells was forrned. very sirnilar to what was recently reported by others for 

P. ueniginosu (Rashid et Komberg. 2000: Sernmler et dl., 1999). ln contrast to what was 

observed for S 1. the rafts of SZ wrre genenlly larger. shorter. often multilayered. and the 

highly structured fine latticr-work network behind the n R s  of microcolonies wris absent 

(Fig. 3.4H). Identity of zones of bacterial adherence as a typical biotilm was confimed 

by the presence of dispersed microcolonies in an alginate matnx. the latter demonstnted 

by staining with the rxopolysaccharide-specific dye alcian blue (data not show). 





Figure 3.4 Oifferences in motility phenotype of the L and S variants. 

(A) Swimming motility on a tryptone swim plate (0.3% agar). (B) Swarming motility on a 

0.5% agar plate. (C) Twitching motility on a thin (3mm) LB plate containing 1% agar. 

Twitching is observed as a hazy zone of interstitial growth sunounding the surface 

colony. (0) Staining with crystal violet of cells in  twitching zones that remained attached to 

the polystyrene surface after removing the agar layer and washing with water. (E to H) 

tight microscopy of the outside of the twitching zone stained with crystal violet. (E and F) 

S I  and SZ at a magnification of X90; (G and H) rafts of S I  and S2 variant cells oriented 

toward the expending direction of the twitching area at a magnification of X900. 

3.2.4.5. Flagellar chemotactic response is impaired in the S variants. 

The fact that al1 three types of motilities were affected. in addition to the absence of clear 

chcmotactic rings on swim plates. suggested a defect in chemotaxis. The capillary 

chernotaxis assay showed that the S variants were not significantly attncted toward 

tryptone. 3 strong chemoattractant. The relative chemotaxis response (ntio of bacterial 

crll nurnbcr in the capillary with tryptone to that without tryptone) was betwern 3.5 and 4 

for the L variant and between 1 and 1.5 for the S variants (Fig. 3.5). A ratio of 2 or more 

is considrred significmt (Mrizurnder et <IL. 1999). confirming that the S variants 

displayed a defective chemotactic response. 
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Figure 3.5 Cornparison of the chernotactic responses of the L and S variants. 

Capillary apparatus with or without 0.1% tryptone as a chemoattractant was prepared as 

described in Materials and methods and incubated at 37°C for 45 min. The content of the 

syringe was then plated ont0 TSA plates for celt enurneration. Error bars represent the 

standard deviation of duplicates. 

3.2.4.6. Elèctron rnicrosco~v. 

The high adherence and impaired motility of the S variants hinted at abnormal pili or 

tlagella. Transmission rlectron microscopy of cells directly sampled fiom the edge of 

colonies revealed that the S variants are hyperpiliated (Fig. 3.6). with the environment of 

the cells surrounded with pili fragments. Pili were especially abundant in ce11 aggregates. 

Bundles formed by the entwinement of numerous pili. some larger than flagella, were 

frequentl y observed. 



Figure 3.6 Transmission electron micrographs of the L (A) and S2 (6) vatiants. 

Cells were grown overnight on LB agar plates, transfened ont0 Fonnvar-coated copper 

grids, and stained with phosphotungstic acid. Arrows indicate type IV pili. B a n  = 0.2 p. 

3.2.4.7. Expression of various virulence/sun~ival factors is altered in the S 

variants. 

We investiyted whether there were any differences in other virulence/sun;ival factors 

besides chemotaxis. motility and piliation. Pyocyanin. the blue phenazine pigment of P. 

wniginosu. is an r.utncellular secondary metabolite with antibiotic activity. As s h o w  in 

Table 3.1. the S variants produced 3-to-5-fold more pyocyanin than the L variant. 

Furthemore. culture supernatants of the S variants contained about 70 % more of 



pyoverdine. the primary sidrrophore of P. wnrginosu, than the L phenotype. The elastase 

rictivity assay wiih Elastin-Congo red unambiyously demonstrated that the S variants 

rxcrete lrss lasB proteasr (Table 3.1). Alginate is an exopolysaccharide that is secreied 

by P. ueniginosu for the establishment of the biofilm matrix. Considering that the S 

variants formed a biofilrn more readily than the L variants. we examined the production 

of extracellular alginate. In agitated flask cultures ai 37°C. there was no difference in the 

concentration of uronic acids in the supernatant (Table 3.1). Rhamnolipids are hat-stable 

hemolysins. displaying surface-active properties. which are CO-produced with other 

txtncellular factors (Pearson rr ul.. 1997: Van Delden et Iglewski. 1998). The S variants. 

rspecially SZ. appcared to produce slightly lower concentrations of this biosiirfactant thm 

the parent variant (Table 1) .  Findly. WC examined the ability of the variants to survive 

stress nygression. As s h o w  in Table 3.1. there was no clear differencc: in sçnsitivity to 

H:O: betwccn the L and S variants when stationary-phase crlls were tested. However. 

whrn cells from the Iogarithmic pliass of yrowth were platrd, the zone of inhibition 

caused by H:O: was about 30% smaller for the L variant than for the S variants. 

indicating hypersensitivity of the latter. Rrsults obtained on TSA plates did not 

sibgiticantly di ffer from the ones on medium .A agar. 



Tableau 3.1. Comparison of production of entracellular products and sensitivity to 

onidative stress between the L and S variants. 

Variant PyocyaninJ Pyo\ crdinc" Elastrise' .Alginate Rhamnolipids HIOz scnsttiviry3 

( mg uronic XI& (mgmg Stationary- Log-phase 

mg protcln~ protclns) phrise ceils tells 

L 0.17 t 0.02 Y 7 0 0  r 7 7 0  2.26 = 0.27 6.53 r 0.56 2.OIrO.IZ 17.2r0.7 16.4*0.5 

S 1 0.89 z 0.08 50000 : 1 100 1.43 r 0.10 h.69 r 0.3 1 1-82 F 0.08 18.3 k 0.5 23.0 * 0.6 

Slrcbr r).lZ=O.O2 2 i000r  1100 ND' UD ND 17.0 r 0.6 16.3 k 0.5 

SZ 1 -26 = 0.0-r 1 , ~  I 00 = I XO() 0.42 z (1.07 7 .  1 5 = 0.27 1 . 5  0 . 3  18.3 i 0.3 24.5 t 1.0 

"Measured as of the supematant of a 30-h culture at 37OC in King's A medium. 

h Measured in the supematant of a 16-h culture at 37OC in King's B medium. ..lw was 

drtermined after excitation ai 400 nm then reported in Relative Fluorescence Units. 

'~Mrasurrd in ECR assays of culture supematants from 18-h cultures as described in 

btaterials and rnrthods and reportcd ris .-Ir)!. 

J~ i l t r r  paprr disks (7-mm diameter) soaked with I O  pl of 3006 H 2 0 2  were placed on top 

of medium A rigar plates coverrd with P. rirnrginosu cells. Bacteria from exponential- or 

stationary-phase cultures in LB at 37'C were used as inoculum. and the diameter of the 

zone of inhibited growth w s  measured after 5 h of incubation ai 37°C. All values are 

means c standard mors of triplicates. 

'S 1 rev is an L variant resulting from the reversion of an S 1 variant. 
1 ND. not deterrninsd. 



3.2.5. Discussion 

3.2.5.1. Colonial phenotvpes and tvpe IV pili, 

Our work describes the isolation and chnracteriwtion of phenotypic variants Forming 

small colonies (S variants) selectiveiy enriched when P. umginosu 57RP was cultivated 

as a biofilm. whereas the parent L phenotype. which f o n s  large colonies. predominates 

in suspended growth. We also obsened that the L variant of P. urriiginusu 57RP 

produced a surface pellicle enriched in S variants whrn cultivated in static liquid 

medium. Under these growth conditions. S vanants demonstrated a strong preference for 

aggregative growth at the air-broth interface. The presence of hydrophobic type I 

fimbriae in E. d i .  Sd~nonellu and Shigelltr is known to medirite the formation of surface 

film in non-agitatrd aerobir cultures (Hasman rt dl.. 2000: Old et Duguid. 1970: 

Snrllings a ul.. 1997). Hasman et 31. (2000) reported that the physical presence of type 1 

fimbriae on E. coii K-12 is responsible for the formation of small. convex colonies. 

whereas the absence of fimbriae is correlûted with larger, flat colonies. A similar 

correlation is commonly usrd as an indicator of pilus expression in iVris.wriu 

gonorrhorue. which display type IV pili (Long rr uL. 1998: Swanson et ul.. 1971). 

Hyperpiliated mutants of P. urrz~ginow have bern shown to form small colonies very 

similar to the SI variant (Bradley. 1974). Thus. both surface film formation and small 

colonial phenotype are in agreement with hyperfiimbriation of our S variants. as also 

contirmed by transmission electron rnicroscopy (Fis. 3.6). Observations that the ce11 

surface of the S variants is more hydrophobic and thrir adhesivity higher than the parent 

L variant are also coherent with the hyperpiliated phenotype. 

3.2.5.7. Motilitv and chemotaxis. 

Chmcteriwtion of P. uerziginosu mutants which lack twitching rnotility has allowed the 

identification of about 31 genes involved in t y e  IV pili biogenesis. regdation, and 

fünction in twitching (Mm et Manick. 1997: Wall et Kaiser, 1999). Mutation in any of 



these genes results in nonpiliated cells. with few exceptions such as strains with defects 

in pilT or pilu, which overexpress surface pili but are incapable of twitching motility 

(Whitchurch et cil., 199 1 ; Whitchurch et Mattick. 1994). The S variants are apparently not 

directly affected in any of these genes since they actually formed twitching zones at the 

açadpolystyene interface, albeit smaller than the L variants. Another notable exception 

is pilH, which encodes a homologue of the enteric CheY response regulator. Strains with 

a defective pilH gene are piliated but form reduced twitching zones, [vit h the presence of 

donut-shaped swirls a the outer edge o f  the motile zone (Darzins, 1994). We also 

noticed. especially with S2. many holes and rings of ceils reminiscent of the swirls 

reported by Damins. suggestiny that pilH may be affected in the S variants. 

Interestingiy. cells in the twitching zone of the S variants were highly adhrrent to the 

polystyrene surface, suggesting that a biofilm had formed. With the SI variant. which is 

the typiçal S phrnotypç. only the èxtrrior of the twitching area was üdherent. rrsulting in 

an expanding donut-shaped biofilm. Accordingly. Srmmler et ul. ( 1999) have shown by 

Western blotting with anti-pilin antisen that type IV fimbriae are expressed only on the 

outside of active twitching zones. Ir appears that cells lefi behind the zone of expansion. 

where the g r o ~ h  substrate was depleted. were much lrss adhrrent and readily detached 

when the polystyrene surface was rinsed. In this context. the observations that S vsriants 

were mostly found attached to surfaces (in biofilms and surface pellicles) and L variant in 

suspension suggest that the bacteria switched back to the non-adhcrent. chemotactically 

swimming L phenotype when growth conditions were no longer favorable. The 

doughnut-shaped ring of adherent cells therefore appears to extend at the rate of substrate 

consumption and twitching motility. Twitching motility wcis recently irnplicated in P. 

~rn~ginusu biofilm movement on abiotic surfaces (Semmler a uL, 1999) and in the 

formation of microcolonies within a differentiating/developing biofilm (07001e et 

Kolter. 199Sa). 



Although S variants had defects in al1 three known modes of motility in P. uenrginosu. 

flageilum-mediated swimming and swarming, and type IV piii-mediated twitching, only 

swarming was completely abrogated. P. ut'niginosu is usually strongly attncted towards 

commoniy occurring amino acids (Craven et Montie, 1985: Taychi et u1.. 1997). such as 

those found in tryptone. However, the lack of chemotactic rings in the swimming assay 

on soft agar and chemotactic response in the capillary assay indicated that the S variants 

are deficient in chernotaxis (Figs. 3.4a and 3.5). To control the direction of swimming. P. 

uenrginosu uses a two-component sensor-regulator system with methyl-accepting 

chemota..is proteins similar to those found in enteric bactrria (Masduki et uL. 1995: 

Taguchi et id.. 1997). Phenotypic differences between the L and the S variants. such as 

small colonial size. drfective flagellar and twitching motilitirs. were not only observed 

with undefinrd broth substntes but also with the BH minera1 salts medium supplemented 

with succinate or dextrose (data not shown). indicating that the drfect is not simply 

iimited to chemotactic transducers. At ieast two additional signal transduction systems 

regulating pilus biosynthesis and twitching motility have been drscnbed in P. 

ueniyinosu. The PilSlPilR network controls fimbrial biogenesis (Alm et Mattick. 1997). 

while the piiGHiJKL gene products appear to support both pilus production and twitching 

motility (Mm et Mattick. 1997: Darzins et Russell. 1997). The latter gene cluster 

resembles both the chernotaxis (Che) network controlling flagellar rotation in enteric 

bacteria and the Fn system which controls gliding motility in ~wr~~cocciis .runthus 

(Darzins. 1994 Darzins et Russell. 1997). Gliding, which was recently shown to be 

essentially the same as twitching (Semmler a di.. 1999), is also mediated by type IV 

timbriae (Wu et Kaiser, 1995). Although the rnvironmentai sipals detected by the 

twitching motility signal transduction system are still undefined ( Darzins et Russell, 

1997). it is suggested that pili might play a role as sensory organs for detecting cells 

nearby (Wall et Kaiser. 1 999). Since twitching motility requires cell-to-cell contact 

(Semmler et tri., 1999: Wall et Kaiser, 1999), and our S variants produce denser. less 

differentiated twitching zones. it can be suggested that they are affected in their ability to 

sense neighbor cells. In this context. it is pertinent to note that swarming motility aiso 



seems to require cell-to-ce11 contact (Fraser et Hughes, 1999). Since swming  was only 

recently described in P. urnrginosa (Rashid et Komberg, 2000). any involvement of 

chemotaxis in this type of motility has yet to be reponed. In E. coli. chemotaxis is not 

required for swarming motility but a functional chemotaxis system is essential (Burkart et 

ul.. 1998). 

It was recently cstablished that inactivation of the rl2L-f gene. which is required for 

rhamnolipid synthesis. nbolishes swarming motility in P. twnrginosu (Kohler er ul.. 2000: 

our unpubl ished results). However. the modente decrease in rharnnolipid production b y 

the S variants (Table 3.1 ) does not justify the complete elimination of swacming in these 

bacteria. 

r\lthou@ a modification of sensory systems is a more likely hypothrsis to explain the 

peculiar motility behavior of the S variants. we must consider the possibility that L 

variant-type motility is simply prevented by the very large number of pili. causing 

obstruction of the normal flagellar activity and excessive adherencr to the solid surface. 

In agreement with our results. Pratt and Kolter (1998) have shown with E. d i  that 

motility. but not chemotmcis. is essential for normal biofilrn formation. Put al1 together. 

our observations (overex pression of surface pili. e levated hydrop hobicity and adhesivity. 

defective (chemo)sensory response resulting in decreased motilities) imply that the S 

phenotypic variants display a modified expression of regdatory genes involved in the 

rapid initiation of biofilm formation. 

In addition to the accelented initiation of biofilm formation by a more efficient 

aitachment to the surface. we investigated whether the S variants produced higher 

concentrations of alginate. Agitated liquid cultures showed that extracellular production 

of uronic acids polymers u s  not sigificantly different between the S and L variants 



(Table 1). These results are in agreement with the predominant role of alginate in the 

consolidation of a biofilm nther than in the initial adhesion process. 

3.2.5.3. Phase variation. 

Phase variation is a divenity-genenting mechanism ensunng that a portion of a bacterial 

population will be adapted to survive under new environmental conditions (Dybvig, 

1993). blechanisms regulated by phase variation are essentially stochastic within a 

population. yet at least partially modulated by environmental sigals. We observed that 

under appropriate environmental/gowth conditions. cells of each phenotype could switch 

io the othcr phcnotype ai a fairly high frequency. suggesting that the shift between S and 

L variant phmotypes is regulated by ri phase variation mechanism. 

Phenotypic variations of surhcr structures are common in many pathogenic bacteria. 

They have been observed in E. ~wl i  adhesins. in Sulmonellu ~pliinziiriiim flagellum 

expression. in antigenic and phase variation of :Vt.i.v.wriu adhesins. etc. (Hendenon et uL. 

1999). Wr have uncovrrrd many activities coordinately regulated by a putative phase 

variation mechanism. indicating that a major regulûtor might be the target of the switch 

(Table 3.2). Very few cxamplcs of phase variation rnechanisms regulating simultaneously 

multiple phenotypic detrnninants have bren reported. Interestingl y. in most cases. the 

phenotypic switch influences the tactic response (Kamoun et Kado. 1990: Kelrnan et 

Hruschka. 1973). In the mushroom pathosen P. roluusii, a spontaneous and reversible 

duplication within a two-component sensor regulator. causing a fiameshifi mutation, 

regdates many phenotypic traits. including attachment. colonial form and chernotaxis 

(Han rr «1.. 1997). To our knowiedçe, no typical phenotypic variation switching 

rnechanism has been reported in P. <irncginosu. 

The motility phenotype that we observed for our S variants, especially S2, is 

strikingly similar to the one described by Rashid & Komberg (2000) for a polyphosphate 

kinase (PPK) knock-out mutant of P. ornrginosu PA0 1 .  They proposed rhat PPK, or its 



product polyphosphate (poly P). mi@ be required for the expression of rpoS, like in E. 

cofi. The alternative sigma factor RpoS has been initially identified as a central regulator 

of stationary phase-responsive genes and is now associated with the genenl stress 

response (Loewen et Hengge-Aronis. 1994). Our observations of increased pyoverdine 

and pyocyanin production and decreascd swimming and twitching motilities were also 

rrminiscent of a recently drscribed r p d  mutant of P. urnrginoso P.401 (Suh er ul.. 

1999). Interestingly. it has been hypothesized that a sigma factor might control the 

expression of gencs responsible for the biofilm phenotype (Costerton ri al.. 1995). This 

prompted us to investigate further the possibility that the S vanants could be affected in 

their synthesis of. or response to. RpoS. Like Suh et al. ( 1999). we observed an increased 

sensitivity to H:O: (Table 3.1). Howrver. only our log phase-grown S cells were more 

sensitive than the L cells. .-\lso in contnst to the RpoS-negiitive mutant. we obtained a 

substantial decreast: in elastase production but not in alginate accumulation in liquid 

medium (Table 3.1 ). Xloreover. the responses to hrat shock (53OC) and osmotic stress 

(NaCl N I )  were not si~gificantly different bctween the S and L vanants (data not 

shown). Thrsç results thus invalidate the RpoS hypothesis. 

3.2.5.4. S 1 is different from S2. 

.\lthough the SI form is the more abundant phenotypic small variant chat we observed. 

othrr morphotypes wcre obtained when the parental L variant was cultivated on 

hcxadecane. in static cultures or 3s a biofilm. The S2 variant displayed many differences 

with the S 1 variant and most of its phrnotypic idiosyncnsies were expressed with more 

amplitude (Table 3.2). A s  demonstnted by the retention of adherencc in the twitching 

zone (Fig. 3.4D) and in the biofilm kinetic assay (Fig. 3.2), SZ appears to have an 

impairrd detachment phenotype and to form defective biofilms. The fact that this variant 

did not build the fine lattice-like network of cells typically found behind the rafts in 

twitching motility expansion zones (Semmler rr r i [ .  1999) may also be related to this 

defect. These features could be rxplained by the much lower reversion fiequency to the L 



phenotypr displayed by S1 .  It suggests that the SZ variant is blocked in the S phase: a 

mutation might impede its ability to undrrgo phase variation. 

Tableau 3.2.  Cornparison of phenotypic chancteristics between the L and S variantsa. 

- - 

Phenotype L variant S variants 
Colony shripr Large. flat. irregular Small. rounded 

Hydrophobicity t ++ 

Initiation of biotilm formation - ++ 

Flagella number + i 

Polar pili number - +i 

Motility: 
- Swimming 
- Swanning 
- Twitching 

Chernotaxis - - 

Exoproducts: 
- Pyoverdinr 
- Pyocyanin 
- Alginate 
- Elastase 
- Rhmnolipids 

Sensitivitv to H:O- stress t ++ 
'The L variant predominates on agar plates or in agitated liquid cultures: S 

variants predominate in biofilms or in static liquid cultures. 
h-. absence of the phenotype: +. pressnce of the phenotype: ++. expression of the 

phenotype more pronounced than +. 
'Rhamnolipid production is sigificantly lower than the L variant for the SI  

variant only. 



325.5. Biofilm phenotvpe. 

Bacteria in biofilms cire phrnotypically different from their freely-swimming counterpart 

(Costerton rr ul.. 1995: Prigent-Cornbaret rr d. .  1999). Our results indicate that the 

biofilm way of growth selects for 3 specific phenotypic population that is highly adherent 

but with reduced motility. Wh y would chsmotactically-deficient crlls be srlccted for in 

biofilms'? Chernotaxis is sssentially requirrd in cnvironrnents that are scarce in nutnents. 

One of the features of biofilms is to provide an environment where nutrirnts are 

continuousl y tnpped by the sxopol ysaccharide rnatrix and available to the bacteria 

(Costrnon rr uL. 1993). Obviously. cclls inside a biofilm do not require extensive 

motility until the tirne the- leavr to colonize another available surface (Watnick et Koltrr. 

2000). hl ucoid and rough P. umigininosu stnins isolated from cystic tibrosis patients. thus 

srleçtcd for by a biotilm environment (Govan et Deretic. 1996). lack flagella or cire 

deficient in chernotaxis t Garrett et uf.. 1999: Luzar Cr ( I I . .  1985). 

S variants demonstrated a prçfrrrnce for go-owth at interfaces. such as 3 biofilm 

( 1iquid:solid). os a surfice pellicle (air:liquid). or on hexadecane ( 1iquid:liquid). 

suggesting that hi& surfûcr hyîrophobicity is a major chanctrristic of this phenotype. In 

contnst. the L variant \vas predominantly found freely dispersrd in liquid medium. and 

was not able to fom a biotilm. Wr propose that the S and L phenotypic forms of P. 

<rrncgino.su are adapted to different environmental niches and that growth as a biofilm 

srkcts for a phenot)picalIy distinct subpopulation usually found in minonty in counter- 

selective environrnsnts such as homogeneously agitated liquid cultures or agar plates. 

Biofilms thus act as an ecological niche colonized by a specific phenotypic population. 

Our results suggest that transition between the planktonic and the biofilm phenotye is 

regulated t by phase variation. Therefore. phenotypic diversity drterminrd by phase 

variation rnsures that cells well adapted CO initiate the formation of a biofilm are already 

present as soon as environmental conditions are favorable. This may contribute to explain 

the major shift in o n e  expression and physiological properties displayed by bacteria 



yowing as biofilms. Although the rnolecular mechanisms underlying the regulation of 

the phase variation control mechanism involved in switchinp between the L and S 

phenotypes remains to be elucidated. this work provides usrful information that will 

assist in the molrcular characterization of the process of biofilm formation in P. 

Wr lire gateful to RSjean Beaudet for the ph~to~mphs. Robert Alain for the rlectron 

microscopy and Francinr Turcottr-Rivard for trchnical assistance. 



3.3. RESULTATS SUPPLE~IENTAIRES 

En plus des expiriences rapportées dans la publication. d'autres hypothèses ont été 

considérées afin d'expliquer les phénomènes observés. 

3.3.1. Est-ce que les variants phénotypiques S sont des mutants rugueux 

(«rough») ? 

Les observations initiales effectuées lors de l'itude des variants S montraient que ces 

formes phenotypiques étaient très hydrophobes et adhérantes. croissaient plus rapidement 

que le phénotype «normal» sur I'hexadécane. et formaient des colonies petites et à 

l'aspect rugueux. La paroi externe des bactéries Gram nkgatif contient des 

lipopolysaccharidrs (LPS). Ces LPS sont composés de trois sections principales: Ir 

lipide A. I'oligosaccharide central. et I'antigkne 0. un polysaccharide. P. <irniginosu 

possède deux types de LPS. différents dans leur antigkne 0 : la bandes A. qui est 

commune à toute les souches. et la bande B. laquelle est variable et difinie le sérotypr 

d'une souche déterminée ( Riven et McGroany. 1 989). Des souches mutantes ayant 

perdu complètement ou en partie Irs bandes A eVou B sont appelés «rugueux)) et peuvent 

former des colonies montrant certaines ressemblances avec les variants S décrit ii l'article 

5 1 ( Diziel rr <il.. 200 1 ). Les mutants ayant perdu la bande B deviennent hydrophobes et 

adhérants. et sont singulièrement cfticaces dans la formation de biotilms (Beveridge ri 

uL. 1997: Makin et Beveridge. 1996). Ces mutants apparaissent spontanément dans des 

conditions de croissance particulières. comme in vivo dans les poumons de patients 

atteints de fibrose kystique. c.-à-d. dans des biofilms (Lam et al.. 1989: Singh et dl.. 

2000). 

Nous avons donc émis l'hypothèse que les variants S soient «rugueux». Un test 

préliminaire a été effectué consistant en l'étude de la tendance ji l'agglutination des 

variants S. La technique de Kropinski a ui. (1979) a été employée. Une colonie des 

variants L. SI et S2 de la souche j7RP a été dispersée dans 1 ml de PBS + O,j ml 



d'hydrochlorurc: d'acriflavine (0,296 piv) et la précipitation des cellules a Cté observée : 

les cellules du phénotype L sont demeurées en suspension alors que les variants S ont 

floculb. cette dernitire réaction étant compatible avec un phénotype «rugueux». 

Une anomalie des LPS rend la bactérie plus perméable aux molCculcs hydrophobes. et 

par consiquent plus sensible aux antibiotiques hydrophobes ( Plesiat et ul.. 1 997). Nous 

avons donc examin6 la possibiliti que les variants S soient davantage perdables aux 

substrats hydrophobes comme hypothkse expliquant leur efficacité supérieure de 

biodégradation de l'hexadécane. Toutefois. aucune differencs dans la sensibilitc aux 

antibiotiques hydrophobes entre les variants L et S de j 7 R P  n'a été observée (Fig. 3.7). 

Nous avons ensuite demandi. au Dr Joseph Lam (Universite de Guelph. Ont.) d'analyser 

la composition des LPS des souches et variants suivants: 57RP-L. 57RP-S 1. et 57RP-SZ. 

78RJ-L. 78R.J-S 1. rt 78RJ-S2. 7SRJ est une autre souche de P. urntginosu prkalabiement 

isolée (Déziril. 1996; Déziel tv ai.. 1996) formant des vanants S lors de la croissance sur 

I'hexadécane. Les profile migratoires des LPS obtenus par Clectrophorese sur gel 

dinatunnt (SDS) de polyacrylûmide n'ont montré aucune diffirence entre les variants L 

et S (résultat non-présentés). 

Ces resultats indiquent que le phinotype S de P. urnrginosu 57RP n'est pas rittribuable Q 

une modification des LPS. 
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Figure 3.7 Comparaison de la sensibilité des variants L et S de la souche S7RP différents 

antibiotiques hydrophobes. 

La procédure a consistb à ensemencer plusieurs séries de tubes d essai contenant 1 ml de 

BHf + 1% (plv) de succinate de sodium + diffbrentes concentrations d'un des antibiotiques 

suivants : chloramph&nicol, tiimethoprim, et rifampicine. Les tubes ont W incubbs P 37% 

pendant 16h, puis la croissance a 618 Cvaluée par la quantification des protéines totales (A 

cause de la trbs forte agglutination des cellules, ta d6tennination de la densite cellulaire 

par DO était inaddquate). S1. SZ et S3 sont trois formes diffdientes de variants S. 

3.3.2. Est-ce que les variants phénotypiques sont des mutants «mucoides» ? 

La matrice des biofilms fonnés par P. uenîginosu est principalement constituée d'un 

exopolysaccharide nommé alginate (Boyd et Chakrabarty, 1993). 11 existe des souches 

mutantes surproductrices d'alginate que l'on appelle (anucoïdes». Celles-ci sont 

particuliérernent retrouve dans les poumons des personnes atteintes de fibrose kystique 



(Govan et Deretic, 1996) ou elles sont associés a la formation de biofilms (Lam et al.. 

1980: Mathee et cri.. 1999: Singh er al., 2000). Ces mutants aucoides» exhibent 

habituellement une mutation spécifique dans le gène rnlicd (Martin et ul., 1993). qui code 

pour un anti-facteur a contrôlant l'activité du facteur 8. lequel est codC par ulgT (aussi 

appelé dgU) (Mathee et ul.. 1 997; Schurr et ol., 1 996). L'inactivation de mircd résulte en 

la dérégulation de a" et l'activation des gènes de synthése de I'alginate, lesquels 

dkprndent de à' pour leur transcription (Mathee a ul.. 1997: Schurr et (il.. 1996). 

L'hypothèse a déjb 5té Cmise qu'un facteur a puisse réguler l'expression des genes 

spécifiant le phhotype particulier des bactéries se trouvant en biofilm (Costerton et al.. 

1 995: Martin et tri., 1 993). 

Les souches mucoïdes sont instables en dehors d'un environnement sélectif tel qu'un 

bio film et elles subissent une réversion relativement rapidement vers le phénotype non- 

mucoïdc. Ce systtime de conversion mucoïdr t, non-mucoïde pourrait donc etre 

considéré comme un mécanisme de variation phénotypique. Quoique nos variants S ne 

surproduisent pas d'alginate. ils ont plusieurs traits phénotypiques en communs avec les 

mutants mucoïdes. tels la sélection dans un milieu biofilm. une motilité déficiente (Luzar 

et ul.. 1985) et une activid klastoiytique réduite (Mathee et ul.. 1999). Nous avons donc 

Cmis l'hypotkse que les variants S soient des mutants ~mucoïcies~~ possédant la plupart 

de leurs canctiristiques sauf la plus Svidente. soit la surproduction d'alginate (ce qui 

pourrait. par exemple. s'expliquer par une mutation particulière à la souche 57RP). 

Les mutants mnucoïcies» ont une délétion dans une série de cinq nucléotides guanine (G) 

aux positions 426430 du gène m t i d .  Nous avons vérifié si cette mutation était présente 

dans les variants L. S 1 et S2. Les amorces mucA 1 (TGCGTCTGTACAACCAGAAC) et 

mucA2 (GTCTCTCCTCATCGGTTTT) (Mathee et al.. 1999) ont été employées pour 

effectuer une amplification de type PCR ((<Polymerase Chain Reaction))) afin d'isoier la 

portion du gène mirc.-l contenant les nucléotides d'intérêt. Le produit de l'amplification a 

ensuite eté introduit dans le vecteur plasmidique pGEMT-Easy et cloné dans l'hôte 



Eschrrichiu coli XL 1.  L'insert provenant d'un clone représentatif de chaque souche a été 

séquencé. L'analyse des séquences obtenues a clairement démontré que la série de cinq G 

était présente dans le gène niiicJ des trois souches (résultat non-présenté). Par 

conséquent. les variants S ne peuvent pas être considérés comme «mucoïdes». Ceci 

confirme les observations que la production d'alginate entre les variants L et S comparée 

sur une variété de milieux de cultures liquides ou solides n'ait pas montré de différence 

significative. 

33.3. Effets de la température d'incubation sur le phénotype 

Nous avons observi que la température d'incubation affectait l'expression du phénotype 

particulier des variants S. En effet. les cellules des vanants SI et S2 s'agglutinaient 

lorsque cultivées dans un bouillon nutritif à 35°C. Toutefois, à -13OC. la température 

max~malr de croissance tolérée par P. ueniginusu. le phénomène d'agglutination ne fut 

pas observé (culture bien disperske) chez le variant S 1. De plus. à cette température, le 

phénotype de SI sur giloses était identique i L. autant pour le forme et dimension des 

colonies que pour les trois types de motiliti («swimming)). «twitching» et «swarming»)' 

Cependant. Ir: génotype S 1 n'était pas perdu chez ce variant car une colonie S I présentant 

un phénotype L (à 43°C) repiquée 3 35°C retrouva toutes les caractéristiques de son 

phénotype. démontrant que le changement de température de croissance n'induit pas une 

réversion. 

Nous avons égilement observé que le variant S2 cultivé a 43OC montrait le même 

phénotype que le variant S 1 à 3j°C, c.-à-d. formation de plus petites colonies, des zones 

de «swimming» et de «swarming» réduites. avec une zone d'adhérence sur le polystyrène 

en forme de beignet (Fig. 3.4). Finalement. à 21°C, le variant SI a gardé le même 

- Les expressions rnotiliti. par nage ou natatoire pournient Stre proposées pour le «swimminp, motilité 
saccadt;r ou par secousses pour le ((twitchingn et motilité par essaimage ou par foumilIement pour le 
twvanningw. 



phénotype qu'à 35°C alors que S2 retrouvait une fois de plus le phénotype manifesté à 

43°C. 

Ces résultats indiquent que la variation phhotypique chez P. uentginosu 57RP est 

sensible à la température d'incubation et que le mécanisme contrôlant la variation 

p hknotypique est probablement t hermorégulé. D'autres études seront nécessaires afin 

d'ilucider Ir processus de transition entre les phénotypes L et S. 



CHAPITRE 4. MECANISMES MICROBIENS IMPLIQLJES DANS LA 

BIODÉCR~DATION 

4.1. INTRODUCTION 

La biodkgadation des HAP et plusieurs autres polluants persistants est principalement 

lirnitie par leur faible biodisponibilité et non par l'absence dans l'environnement de 

micro-organismes posskdant le potentiel catabolique adéquat (Bosma et uf.. 1997: Hams 

et Bosma. 1997: Hughes er ul., 1997: Laor a uf.. 1996; Luthy et ul.. 1997: PipatelIo et 

i n  1996: White et Alexander. 1996). Plusieurs méthodes ont kt6 employées afin 

d'accroitre la biodisponibilité des contaminants hydrophobes. Cependant, relativement 

peu dëtudes ont porté sur les adaptations physiolopiques développées par les micro- 

organismes afin de leur permettre l'utilisation de substnts peu disponibles. En effet. des 

travaux recrnts ont dimontré que certaines bacteries possèdent des capacités particulières 

pour acççder aux substnts sorbis et/ou insolubles alors que d'autres possédant le meme 

potentiel catabolique n'auront pas accis au substrat (Bastiaens et u l .  2000: Calvillo et 

Alexander. 1996: Friedrich rt ul.. 2000: Guerin et Boyci. 1992: Tang et di.. 1998). 11 est 

souvent suggérk que la production de biosurfactants eVou une surface 

hydrophobeiadhérente puisse constituer les adaptations physiologiques de ces bactéries. 

Ces mkcanismrs ont ité très bien canctÇris& depuis la fin des années 1960 chez des 

bactéries et levures croissant sur les alcanes linéaires liquides. 

Des recherches sont nicessaires afin de mieux comprendre les processus naturels à 

l'ueuvre lors de la biodégradation des HAP et autres contaminants persistants. ce qui 

permettrait ainsi améliorer la performance des biotraitements. 

Un mutant de P. ueniginusu spici fiquement inactivé dans la synthèse des rrhamnolipides 

a Cté généré dans le but de déterminer l'importance de la production de biosurfactants 

dans 1 'assimilation des hydrocarbures hydrophobes. 



4.2.1. Souches microbiennes 

Les souches de P. orn~giriosu ayant &té utilisies au cours de ce projet de recherche 

avaient toutes d é  isolées auparavant pour leur capacité 3 produire des rhamnolipides lors 

de la croissance sur les HAP (Déziel. 1996: Déziel et dl.. 1996). Notons qu'elles peuvent 

Cgalement employer les alcanes linéaires comme substrat. Des bactéries capables de 

d@ader autant les HAP que les alcanes ont été très rarement rapporté dans la littérature 

(Churchill rr of.. 1999; Whyte rr ul.. 1997). Les souches ont 6tC conservées à -70°C avec 

le glycérol(20% v h )  comme rigent cryoprotectrur. 

4.2.2. Cultures 

Lors de chaque expkrience. un  nouvel aliquot des souches a 6tti décongel& sur glose 

TSA ( d r y t i c  Soy .-\par>)) et incubé à 30°C. La mithode standard pour la priparation 

des ensemencements a çonsisti à repiquer des colonies fraiches dans le bouillon LE3 

(Luria-Bcrtani Broih) et les cultiver i 30°C et 200 rpm pendant 16 h. 

Les milieux de sels minPraux utilisés ont ;te le Bushnell-Haas (Difco. Detroit. Mich.). 

conçu pour les tests de biodigadation des hydrocarbures (Bushnell et Haas. 194 1 ) et le 

S W li I OF. conqu pour favoriser la production de rhûmnolipides chez P. ~rrniginusu 

(Déziel et uf.. lgCl6: Sie-mund et Wagner. 199 1 ). Le Bushnell-Haas était filtré avec un 

papier analytique Whatman afin d'enlever le pricipiti ferrugineux toujours présent dans 

ce milieu ( BH f). Le milieu Sie-mund-Wagner modifie (SW l i  1 OF) contient (g/L) : 

KH2POa. 0.7: Na2HP04. 0.9: NaNO;. 1.0: bl@0~-7H:O. 0,4: CaC12-2H:O. 0.1: et FeSOJ 

*7H10. 0.001. Le milieu Bushnell-Haas (BHA est composé de (g/L): KH:POa, 1.0: 

K:HPOJ. 1 .O: NH4NO;. 1 .O; MgSO4-7H20. 0.2: FeCl;. 0.05: et CaC12-2H:O. 0.02. 

Les alcanes ont été ajoutés sous forme liquide aux milieux de cultures avant la 

stérilisation par autoclavage ( (1 2 1 OC. 20 min). Par conséquent. les quantités ajoutées aux 

cultures sont toujours décrites en v/v. même si l'alcane en question était à l'état solide a 



la température d'incubation. Les HAP ont eté ajoutés aux milieux de culture stérile sous 

forme d'une solution préparée dans l'acétone. Le solvant était ensuite volatilisé pendant 

24 h sous agitation avant l'ensemencement. Tous les hydrocarbures provenaient de Sigma 

ou Aldrich Chernicals (Milwaukee. WI). Toutes les cultures ont été effectuées dans des 

flacons de type uErlenmeyen). incubées en &néml i 25-30°C dans l'obscurité. sous 

agitation rotative ( 150-200 rpm). 

Toutes les expériences ont Cté effectuées en duplicatas ou tnplicatas: les r~ceptions sont 

indiquées dans le texte. Les valeurs rapporters représentent les moyennes arithmétiques 

et les barres d'erreur indiquent I'Çcart-type. 

4.2.3. Construction d'un mutant non-producteur de rhamnolipides. 

Le premier objectif des travaux de ce doctorat consistait ii Çvaluer l'importance de la 

production de rhamnolipides chez une souche de P. urniginosu capable de croître sur des 

HAP. Nous avons cornmt.nc6 par crker et stilectionner un mutant spécifiquement inactivi 

dans sa capacité a synthitisrr ces giycolipides. Une mutagenèse insertionnelle a Cté 

effectuée par recombinaison homoloys résultant de l'insertion d'un gène confirant la 

résistance à l'antibiotique kanamycine à l'intérieur de la séquence codante du gène rlrf.4. 

Puisque les gkncs rltU et rhfB forment un opéron. l'inactivation du premier assure 

l'élimination de l'expression du second. Un tel mutant ne produin donc pas de 

rhamnolipides car rhlB code pour la rhamnosyltnnsfénse 1. l'enzyme responsable de la 

synthése des mono-rhamnolipides. qui sont précurseurs des di-rhamnolipides (voir 

sections 2.6.2.1 et 5.2). 

Afin de choisir la souche 3 muter. nous avons comparé la sensibilité a la kanamycine de 

16 de nos souches de P. ~irnrginosu. La souche 57RP, la moins résistante à la 

kmarnycine. a Ctk choisie pour la suite des expériences. L'inactivation de rhU par 

mutagnèse par insertion est décrite à la section 5.3.2.1. La sélection pour des mutants 

Kanr et la contre-sélection envers la bactérie donatrice E. coli S 1 7- 1 Apir a été effectuée 



sur géloses SW Bleue + kanamycine (300 rng/L). Cette gélose 3 permis d'éliminer les P. 

uenrginosu n'ayant pas acquis la résistance à I 'antibiotique de sélection. tandis que la 

prisence de cétrimide (bromure d'hexadécyltrimkthyl ammonium) a empêché la 

croissance de E. coli. Finalement, cette gélose a permis de détecter la production de 

rhamnoiipides par l'apparition d'un halo bleu foncC autour des colonies (Sirgrnund et 

Wagner. 199 1 ). Cent-seize colonies ne formant pas de halo ont Cté repiquées sur TSA + 

kanamycine (400 m g L )  pour vérifier si elles &taient affect& dans leur niveau de 

croissance. puis 98 transconjugants potentiels ont ité transftirés sur géloses SW Bleu + 

kanamycine (300 mg/L). Les 35 transconjuguants présentant une bonne croissance et ne 

formant aucun halo ont ensuite été cultivés en milieu liquide SWIQF + mannitol 2% + 

kanamycine (400 mg/L). Finalement. 1 transconjuguants ne produisant aucune mousse et 

un DCT négatif (voir 4.7.7) tout en atteignant une DOaiiu normale (2) ont 2 3  obtenus : 

j7RP-98. -103. -108. et -12 1. Le mutant 57RP-99 a Cté choisi pour la suite des 

ex piriences. 

4.2.4. Évaluation de la biomasse bactérienne par mesure des protéines 

totales. 

Les protiines ont Cté libirées de la biomasse bactérienne par chauffage à 70°C pendant 

30-60 min dans NaOH O.IN. La concentration de protéines dissoutes a etc ensuite 

Cvaluér par la méthode de Bradford (Bradford. 1976) avec la trousse commerciale de 

Bio-Rad (Hercules, CA). Une courbe étalon préparée avec de l'albumine sérique bovine 

(BSA) a Cré utilisée pour la quantification. 

4.2.5. Procédure de séparation des cellules attachées aux hydrocarbures 

.Afin de detacher la biomasse adhérant à la phase liquide hydrophobe. 200 pl d'une 

solution 100 : 100 : 8 d'acétone/éthanol/chlorofonne (Jimenez et Bartha, 1996) a été 

ajouté a un ichantillon de 1 ml de culture puis le tube a été vortexé 10 S. Les cellules ont 

été ensuite séparées par centrifugation ( 16000 x g, 2 min) et 1 ml de surnageant a été 



retiré pour d'autres analyses. Pour Cvaluer Iâ croissance par la mesure des protiincs 

totales, nous avons ajouté 500 pl H20 et 300 pl NaOH l N au culot cellulaire. suivi d'un 

bref mélange par vortex et d'une incubation à 70°C pour 30 min pour dissoudre les 

protéines. 

4.2.6. Suivi de la dégradation par minéralisation d'un substrat radioactif 

14 La procédure génénlr a consisté à suivre la fornation de CO2 résultant de la 
IJ biodegadation d'un substrat marqué au C. Les cultures ont ité effectuées dans des 

bouteilles sérologiques de 100 ml contenant Ie milieu de culture approprié et bouchées 

hernietiquement. Une solution d'hrxadicane dont le carbone en position C I est radioactif 

("c) a Cte préparie en mélangeani avec de I'henadicane non-marqué. Ln quantite de 

substrat marque ajoutée par bouteille correspondait à environ 10' disintégrations par 

minute ( DPILI). Chaque bouteille contenait une tnppe à CO: constituée d'uns eprouvette 

(12 x 75 mm) contenant 1 ml de KOH 1N. Les bouteilles ont titi ensuite scellties 

hemiétiquement B l'aide d'un bouchon recouvert d'une couche de Tiflon. ensrmenckes. 

et incubées aux vitesses d'agitation et température appropriées. .A des intenta1 les de 

temps réguliers. le KOH de la trappe a CtÇ remplacé par du KOH fnis. La radioactivité du 

KOH prélevé a i t i  ensuite diteminée avec un compteur ji scintillation (modéle 3373. 

Packard Instruments) après ajout de 8 mi de liquide i scintillatioii (Ultima Gold XR. 

Packard Instruments. Meriden. CT). Les valeurs cumulatives en DPM ont été converties 

en +O de min~ralisation. 

4.2.7. Détection et dosage des rhamnolipides 

Le test d'italement d'une goutte («Drap Collapsing Test» (DCT)) a Cté employé afin de 

dktecter la présence de rhamnolipides dans les cultures (Jain et di.. 199 1). Cette technique 

consiste j. déposer 150 pl de surnageant à tester sur un couvercle de microplaquette en 

polystyrène recouvert d'un mince film d'hexadécane. La présence de biosurfactants à une 

concentration proche de la CMC provoque une réduction signiticative de la tension 



superficielle et ainsi I'etalernent de la goutte. Le dosage des rhamnolipides 

extncellulaires r et6 effectué par quantification de la portion du L-rhamnose p i ce  à la 

méthode colorimétrique à I'orcinol (Chandrasekaran et BeMiller, 1980). La concentration 

de rhamnolipides est rapportée en équivalence de rhamnose et obtenue @ce à une 

courbe etalon préparée avec du rhamnose. La procédure détaillée a Cté décrite 

précédemment (Déziei. 1996). 

4.3.1. Contribution des biosurfactants a la biodégradation des hydrocarbures 

aliphatiques et polyaromatiques 

L'inactivation spécifique du @ne rhL4 de P. wniginmu 57RP a permis d'étudier 

l'importancc de la capacité à synthétiser des rhamnolipides pour la croissance sur des 

substrats faiblement hydro-solubles. 

4.3.1.1. .Alcanes linéaires liquides ou solides 

Nous avons cornmenci par comparer la croissance de la souche 57RP à la souche 57RP- 

98 (mutant non-producteur de rhamnolipides) lors de cultures avec un alcane linhire B 

I ' h t  liquide. I'hexadécane (C ib) .  Un départ plus rapide de la croissance exponentielle de 

57RP que de 57RP-98 a été constaté. Cependant. il a été extrêmement difficile d'obtenir 

des donnees quantitatives fiables de duplicatas ou triplicatas pour produire des courbes de 

croissance représentatives. Un point faible de la méthode de suivi de la croissance par 

densité optique a été très tôt noté : l'agrégation et !*adhérence supérieure du mutant rhM 

au substrat insoluble. Ceci avait pour résultat que la densités optiques des cultures de 

57RP-98 ne retlétait pas la croissance réelle. Une observation plus poussée des cultures 

par microscopie optique a montré que l'hexadécane dans les flacons ensemencés avec 

57RP formait une fine Cmutsion. alors que dans les cultures de 57R.P-98 la plupart des 

cellules se trouvaient sous formes d'agrégats. entourant de larges gouttes d'hexadécane. 



Une des avenues étudiées pour régler cette source d'erreur a consistée à homogénéiser les 

cultures avant les tichantillonnages. par une agitation vigoureuse. et séparer la biomasse 

attachie par un lavage avec un mélange de solvants (voir section 3.2.5). La croissance 

Ctait ensuite estimée par la quantification des proteines totales contenues dans 

I'Çchantillon. Un exemple de résultats obtenus par cette procédure est présenté à la Fig. 

4. I. La souche d'origine et le mutant rhi.4 ont ité comparée dans le milieu BHf. Malgré 

la croissance plus rapide de la souche d'origine. une phase de latence d'une durée 

variable a toujours Cté observée dans Irs cultures ou un n-alcane liquide etaient la source 

de carbone et d'inergie. 
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Figure 4.1 Comparaison de la croissance de 57RP et S7RP-98 en cultures liquides avec 

I'hexadecane. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 40 ml BHf et l ,O% (vlv) d'hexadkane- Incubation à 

30°C et 150 rpm, 

Cr: résultat semblait conforter l'importance de l'habileté à synthétiser des rhamnolipides 

pour la croissance sur l'hexadécane. mais un doute persistait car Iles cultures de 57RP-98 

étaient très floculantes (agglutination des cellules) et les bactéries virtuellement 



impossibles à disperser complètement. Comme methode alternative. nous avons suivi la 

croissance bactirieme sur I'hexadécane par l'analyse du contenu protéique total des 

flacons (Fig. 4.2). Nous avons observé une meilleure croissance, quoique faible. de 57RP 

relativement à 57RP-98. 

Figure 4.2 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec 

I'hexadécane 

Chaque flacon de 125 ml contenait 20 ml BHf et 1.0% (vlv) d'hexaddcane, Incubation a 
26°C et 150 rpm. Chaque point correspond b la moyenne des proteines totales contenues 

dans trois flacons. 

*Afin de vérifier avec plus de certitude que 57RP démontre une meilleure croissance que 
14 son mutant rhU. nous avons Ctudié la minéralisation de I'hexadécane marqué au C .  

L'exptrience a Sté répétée trois fois. et un résultat représentatif est présenté à la Fig. 1.3. 

Le profil de Ia courbe de minéralisation est similaire à celui de la courbe de croissance de 

l'expérience précédente. ce qui confirme que 1s mutant incapable de synthétiser les 

rhamnolipides est relativement peu désavantagé pour la croissance sur I'hexadécane. 
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Figure 4.3 Minéralisation de I'hexadecane par les souches 57RP et 57RP-98 en cultures 

liquides. 

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 10 ml BHf et 0,059'0 (vlv) d'hexaddcane. 

Incubation à 30°C et 150 rpm. 

Les variants S de la souche 57RP ont kt6 initialement isoles de cultures sur I'hexadécane 

(Déziel r[  uL. 2001). La Fig. 4.4 démontre par une expirience de minéralisation 

essentiellement identique celle npponkr à la Fig. 4.3 que ces variants phénotypiques 

initient plus rapidement la croissance sur les substrats insolubles liquides. tel 

I'hexlidicanc. On constate que la période de latence a Ct6 nettement raccourcie (d'environ 

150 h j. moins de 50 h) et que le taux de minéralisation rna?rimal a été plus élevé (1.13 

O i i h )  que lors de l'ensemencement avec les variants L (de 0.50 9'o/h). Toutefois. la 

ciifference entre la souche d'origine et le mutant rhL4 reste relativement minime. 



Figure 4.4 Minéralisation de I'hexadécane par les variants S1 des souches 57RP et 57RP- 

98 en cultures liquides. 

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 'î4 ml BHf et 0.05% (vlv) d'hexadhcane. 

Incubation a 30°C et 150 rprn. 

Min de contirmer que la croissance supirieure de 57RP n'a pas lieu uniquement sur 

I'hrxadécanr mais aussi sur d'autres alcanes linhires. nous avons comparé la croissance 

de 57RP et 57RP-98 sur l'iicosane liquide (Czo) .  La Fig. 4.5 démontre que le mutant rhL4 

Aait nettement dtisavantagk dans ces conditions de culture. 
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Figure 4.5 Comparaison de la croissance de S7RP et 57RP-98 en cultures liquides avec 

I'eicosane liquide. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 50 ml BHf et 0,5% (vlv) d'6icosane. Incubation à 37°C et 

150 rpm. 

Nous avons ensuite comparé les taux de croissance de la souche d'origine et du mutant 

rhl.4 sur I'Cicosane i 1'Ctat solide. c.-à-d. i une température d'incubation plus près de 

celle habituellement employée pour les tests de biodéhmdation. La Fig. 4.6 montre que la 

période de latence a ité presque complétcment éliminée, en comparaison avec les 

cultures sur les alcanes liquides. De plus. la croissance de 57RP et 57RP-98 a été égale, 

suggérant que la capacité de synthétiser les rharnnolipides ne confere pas d'avantage Ion 

de la croissance sur les substrats insolubles solides. 
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Figure 4.6 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec 

I'éicosane solide. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 40 ml BHf et 0,5% (vlv) d'eicosane. Incubation a 26°C et 

150 tpm. 

.\fin de confirmer cette observation. nous avons compark la mintiralisation d'un autre 

alcane à l'état solide. I'octadécane. La Fig. 4.7 demontre que les taux de biodigadation 

d'un alcane linkaire à l'état solide sont identiques entre la souche 57RP et Ir mutant rhl.4. 

On constate que les taux de minéralisation sont très lents. ce qui suggère que la 

biodégradation des alcanes solide est plus lente que celle des alcanes liquides. En effet. 

autant la croissance (Fig. 4.6) que la minéralisation (Fig. 1.7) présentent des courbes 

linéaires. alors que la croissance et la biodégradation des alcanes liquides semblaient 

présenter une tendance exponentielle. 
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Figure 4.7 Minéralisation de I'octadecane solide par les souches 57RP et 57RP-98 en 

cultures liquides. 

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 10 ml BHf et 0.1 Oh (vlv) d'octadécane. 

Incubation 26OC et 150 rpm. 

Ces résultats suggerent que la capacité ii synthétiser dcs rhamnolipides favorise la 

croissance sur les alcanes en phase liquide. et que l'état physique du substrat (solide ou 

liquide) détermine la présence ou l'absence d'une phase de latence. 

Malgrk une meilleure croissance de la souche 57RP sur les alcanes liquides. la présence 

de rhamnolipides n'a jamais pu etre détectée dans les cultures effectuées dans le milieu 

mininl BHf. Ceci suggère que I'avantage confkré par I'aptitude 3 synthétiser des 

rhamnolipides ne se situe pas au niveau de la solubilisation des alcanes ou de l'activité 

tensioactive. Cependant. la possibilité que les biosurfactants aient iité synthétisés sans 

etre excrétés ne peut étre exclue. 

.i la suite de cette constatation. quelques expériences ont été effectuées dans le SW VIOF, 

un milieu minéral spécifiquement conqu pour favoriser la production des rhamnolipides. 



Dans ces conditions, la phase de latence avant le début de la croissance sur I'hexadecane 

etait encore présente et l'avantage de 57RP sur 57RP-98 n'ktait pas plus prononcé que 

dans Ie BHf (Fig. 4.8). 

O 
I 

O 100 200 300 

-- - - - - - pp - - - - - 
Temps (h) 

-- - 

Figure 4.8 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec 

I'hexadecane. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 40 ml SWlIlOF et 1,O% (vlv) d'hexadecane. Incubation a 
30°C et 150 rpm. 

Cependant. la Fig. 1.9a démontre que dans le milieu SWI/lOF la croissance du mutant 

rhi.4 sur un alcane solide (dans le cas montre ici. I'octadécane) r Cté significativement 

ralentie. au contraire de ce qui était observé dans le BHf. La concentration des 

rhamnolipides dans chacune des cultures de 5 7RP est montrée indépendamment pour 

illustrer qu'ils n'étaient pas synchroniser. au contraire de leur croissance (Fig. 4.9b). 

Notons cependant que la concentration micellaire critique (CMC) des rhamnolipides se 

situe autour de 50 mg/L (Syldatk et uL. 1985) et si on applique le facteur de 

multiplication de 2.25 pour convertir les équivalents de rharnnose en rhamnolipides 



(Déziel et uL, 2000). nous constatons que la CMC était atteinte presque tout au long. II 

est donc possible que des micelles aient été présentes dans ces cultures de 57RP. 

Figure 4.9 Comparaison de la croissance et de la production de rhamnolipides entre 57RP 

et 57RP-98 en cultures liquides avec I'octadecane solide. 

(a) suivi de la croissance par mesure de la concentration des protéines cellulaires; (b) 

suivi de la production de rhamnolipides pour les trois cultures 57RP et une des cultures 

57RP-98. Rhamnolipides exprim&s en équivalents de rhamnose. Les flacons de 250 ml 

contenaient 50 ml SWiHOF et 0.5% vlv octaddcane. Incubation à 25°C et 150 rpm. 

Ce résultat dans des conditions favorisant l'excrétion de rhamnolipides a ensuite kté 

contirné par la minéralisation de i'octadécane solide. La Fig. 4.10 montre que la 

différence de croissance entre 57RP et 57RP-98 sur un n-alcanes ji l'état solide semble 

avoir lieu au tout début de la culture. comme dans les expériences de minéralisation des 

de l'hexadécrine- 
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Figure 4.10 Minéralisation de I'octadécane solide par les souches 57RP et 57RP-98 en 

cultures liquides. 

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 10 ml SWlIlOF et 0,1% (viv) 

d'octaddcane. Incubation à 26OC et 150 rpm. 

4.3.1 2. Hvdrocarbures aromatiques polvcvcliques 

Plusieurs expkriences ayant pour but de comparer la croissance sur le naphtalène (2  

cycles aromatiques. solubilité = 3 1 mgL)  ont tte effectuées, mais aucune n'a démontré 

de différence si gni ficiitive entre 57RP et 5 7RP-98. Par exemple, favoriser la production 

de rhamnolipides n'a pas créer de différence détectable entre la croissance des deux 

souches (Fig. 4.1 I ). 



Figure 4.1 1 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec le 

naphtalene. 

Les flacons de 500 ml contenaient 100 mt SWlllOF et 2% plv de cristaux de naphtalène. 

Incubation à 25OC et 150 rpm dans I'obscun't4. 

La croissance très npidr observée suggknit que la biodégadation de cet HAP ajouté 

sous forme de fins cristriux &ait peu limitée par sa biodisponibilité. Afin de rendre le 

substrat moins accessible. la même expérience a étii répétée avec le naphtaléne ajouté 

sous forme d'une seule particuie (une boule 3 mites) offrant par conséquent une surface 

d'échange et de contact considérablement réduite. Encore une fois. aucune différence de 

croissance n'a été mesurée entre 57RP et 57RP-98. quoique. cette fois-ci. la linéarité des 

courbes indique clairement des taux de croissance limités par la biodisponibilité ( Fig. 

4. t 2). 



Figure 4.12 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec le 

naphtalène. 

Les flacons de 250 ml contenaient 50 ml BHf et une boule à mites. Incubation A 25OC et 150 

rpm. Ca boule à mites avait éte stérilisée par un trempage de 30 s dans I'dther didthylique 

avant d'être ajoutée au milieu de culture. 

L'enpCrirnce suivante a consisté à comparer la croissance sur Ir phénanthrène. un HAP 

de 3 cycles aromatiques avec une solubilité de 1.3 mg/L. La Fig. 4.13 illustre une longue 

poriodc de latcnce (environ deux semaines) avant le début de la croissance linéaire. Le 

phénanthrène n'induit que très faiblement la voie catabolique de dégradation des HAP 

chez la souche j7RP. Une dizaine de jours après le début de la croissance. une tendance 

statistiquement sigificative s'est dessinée. suggérant une meilleure croissance de la 

souche d'origine (Fig. 4.13). 
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Figure 4.13 Comparaison de la croissance de S7RP et 57RP-98 en cultures liquides avec le 

phénanthrene. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 50 ml SWlHOF et 0,55 (plv) de phénanthrène. 

Incubation à 25°C et 200 rprn. 

Les risultats de cultures avec les HAP décrits jusqu'ici ont &té obtenus avant la 

decouverte des variants S et de l'importance de I'adhkrence pour la digradation des 

hydrocarbures. cc qui explique qui: les suivis de croissance ont Cté effectués par la densité 

optique des cultures. Une observation préliminaire suggérait nianmoins que les bactéries 

puissent adhérer à la surface des cristaux de HAP. L'expérience avec les boules à mites a 

et2 répétée plusieurs fois car la boule s'effritait parfois en fine poudre dans les cultures 

enxmcncérs avec la souche d'origine (mais jamais avec le mutant rhL4). Nous avons 

utilisé le cristal violet afin de colorer la biomasse attachée a la sudace des boules retirées 

des cultures. L'observation microscopique a démontré que les boules intactes provenant 

autant des cultures ensemencées avec 57RP que 57RP-98 étaient recouvertes d'une 

couche pIut6t homogkne de bactéries. alors que les boules qui se désagrégeaient étaient 

moins bien colonisées. Cette obsen-ation a suggéré que la biomasse adhérente doive aussi 

etre considérée lors de la détermination de la croissance. 



Un suivi par l'analyse du contenu protéique total des flacons a été effectue. similaire à ce 

qui avait &té fait ii la Fig. 4.2. La croissance sur le phénanthrène a été comparée en 

analysant des cultures en quadruplicata apris 3 et 7 jours de croissance dans le milieu 

BHf et dans le milieu SWIIIOF. Dans le but d'éliminer la phase de latence. du salicylate 

de sodium a CtC ajouté aux cultures afin d'induire la voie catabolique. Tel que discuté a la 

section 2.4.1.1.2. le salicylate est l'inducteur de la voie de dégradation du naphtalène 

retrouvé sur les opérons noh et MI. NOUS avons précédemment rapporté que le salicylate 

induisait egalernent la biodégradation du phénanthrène chez la souche 57RP (Dagher ef 

d.. 1997). Le risultai de cette expérience est présent6 3 la Fia. 4.11. Moins de deux jours 

aprtis I'rnsernencement des cultures. une teinte rouge onngé tvidente est apparue. le 

signe de l'accumulation de sous-produits de biodtigradation du phénanthrène dans le 

milieu extracellulaire. Plusieurs indices suggerent que 5 7RP a béntificiie de la production 

de rhamnolipidcs pour la croissance sur le phçnnnthrene. Premièrement, la comparaison 

de la croissance entre les deux milieux de culture montre que le niveau de croissance de 

57RP-98 est Ir meme dans les deux. alors que la croissance de 57RP est significativement 

plus forte dans le milieu favorisant la production de rhamnolipides. Deuxiémement. la 

comparaison de la croissance entre les deux souches suggère une tendance vers une 

meilleure croissance de 57RP que j7RP-98 dans le S W 1 / 1 OF mais pas dans le BHf, et ce 

pour les deux temps d'échantillonnage. De plus. seul le DCT de la culture de 57RP dans 

le SW I/lOF itait positif. Des cnstaux de phénanthrène récupérés dans les flacons ont été 

colores avec lT.Alcian bleu. un colorant permettant de révéler la présence de l'alginate. le 

polysaccharide formant la matrice des biofilms. L'observation microscopique a démontré 

que les bactiriss colonisent en permanence la surface de leur substrat, quoique 

différemment pour chaque souche : 57RP recouvrait une grande portion des cristaux alors 

que 57RP-98 formait plutôt des agrégats auxquels des cristaux étaient attachés. 
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Figure 4.14 Comparaison de la croissance de 57RP et 57RP-98 en cultures liquides avec le 

phenanthréne. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 25 ml de milieu de culture BHf ou SWlIlOF, 100 ppm de 

salicylate de sodium et 0,1 (plv) de phénanthrène. Incubation A 30°C et 200 rpm. 

-8.3.2. Diffiirences entre les souches a croissance rapide et les souches à 

croissance lente 

Comme mentionni au chapitre 3 (Déziel et cd.. 7001). quelques-unes de nos autres 

souches de P. urnginosu. en plus de 57RP. forment des variants de type S lors de 

cultures sur l'henadécane. En fait. les souches itudiées semblaient se partager en deux 

classes : [ I l  celles à croissance rapide et [2] celles à croissance lente. ces dernières 

nécessitant une période de latence avant la croissance exponentielle sur les alcanes 

liquides. comme 57RP (résultats non-présentés). Un phénomène similaire a déjà été 

rapporté chez des souches de P. urniginosu différentes (Zhang et Miller. 1995). 11 est 

remarquable que seules les souches Lentes formaient des variants S lors de cultures sur 

les alcanes liquides. De plus. une comparaison de la vitesse de croissance sur I'éicosane a 



30°C a confirmé que cette diff6rence sr manifestait aussi sur un alcane 3 lTPtat solide 

(Fig. 4.15). Bien qu'elle n'ait pas atteint une DO aussi devie que les deux autres souches 

Rapides. Ir taux de croissance maximal de la souche 19SJV (entre 66 h et 110 h) indique 

que cela n'est anribuable qu'au ralentissement (inexpliqui) observé entre les temps 42 h 

et 66 h- 

Figure 4.15 Comparaison de la croissance de quelques souches de P. deruginosa en 

cultures liquides avec t'éicosane solide. 

Chaque flacon de 50 ml contenait 10 ml BHf et 0,75% (vlv) d'eicosane. Incubation a 30°C et 

200 rpm. 

Sachant que les variants S sont plus hydrophobes/adhénnts. nous avons vérifié si les 

souches Rapides ne seraient pas naturellement plus hydrophobes que les souches Lente. 

Dans ce but. le test k1 ATH a Cté effectué sur trois souches Lentes (57RP. 78RJ et 57SJ) 

et trois souches Rapides ( l9R. 57RV et 19SJV). La Fig. 4.16 montre qu'une excellente 

corrélation existe rntre I'hydrophobicité de la surface cellulaire et le potentiel de 

croissance rapide sur l'hexadécane. les trois souches Rapides étant nenement plus 

hydrophobes. 
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Figure 4.16 evaluation de I1hydtophobicit& de la surface externe de quelques souches de 

P. aeruginosa par le test MATH. 

Souches Lentes : 57RP, SISJ, 78R3; souches Rapides : 19R, SIRV, 19SJV. 

Ces résultats suggèrent que les souches Lentes soient désavaniagks pour la croissance 

sur les substrats hydrophobes 3 cause de leur hydrophobiciti de surface naturellement 

réduite. Ceci poumit résulter en une période de latence liCe au temps nécessaire pour que 

les variants S deviennent dominants dans la population lors de cultures sur substrats 

hydrophobes liquides. Cette hypothèse est appuyé par les observations suivantes : seules 

les souches Lentes forment des variants S. et l'émergence de ceux-ci coïncide avec le 

début de la croissance sur les alcanes liquides. 

4.3.2.1. Aptitude des souches Ra~ides et Lentes a fonner un biofilm 

Nous avons démontre que les variants S ont la caractéristique d'initier la formation de 

biofilms. et que cette aptitude est liée à leur hydrophobicité et leur adhérence (Déziel et 

uL, 2001). Puisque les souches Rapides sont aussi plus hydrophobes. nous avons émis 



l'hypothése qu'elles puissent se distinguer des souches Lentes par leur capacité à initier 

la formation d'un biofilm. Effectivement. une procédure identique à celle de la Figure 2.5 

s confirmé que les souches Rapides établissent des biofilms contenant une plus grande 

quantité de biomasse que les souches Lentes (Fig. 1.17). 

Figure 4.17 Cinetique de formation d'un biofilm sur le polystyrène par quelques souches 

de P. aenrginosa. 

Souches Rapides : SfRV, 19R, 19SJV; souches Lentes : S'IRP, StSJ, 78RJ. 

4.4. CONCLUSION 

Au moment où nos tnvaux ont été entrepris. la seule information disponible dans la 

iinénture scientifique montrant qu'un mutant spécifique de P. umcginosu incapable de 

produire des rhamnolipides croissait plus lentement que la souche d'origine était un suivi 

par densité optique de cultures liquides avec l'hexadécane comme substrat (Ochsner et 

ul.. 1994a). Or. nous avons observé que le mutant rhlil avait une tendance à former une 

biomasse agglutinante. ce qui fausse les évaluations de croissance par DO, pour les 

cultures sur alcanes liquides surtout. 



Malgré que quelques-uns des résultats rapportés dans ce chapitre ne soient que 

préliminaires, certaines expériences n'ayant Sté effectuées qu'une seule fois, plusieurs 

conclusions peuvent être tirées. 

Il est clair que la présence de l'opéron rhMB intact favorise, quoique faiblement. la 

croissance de P. urnrginosu sur les alcanes linéaires 3 l'état liquide. D'autres ont 

récemment tiré fa rnème conclusion (Beal et Betts. 2000). La présence de rhamnolipides 

extracellulaires ne semble toutefois pas nécessaire. 

Une phase de latence d'une durée variable (en général entre 4 a 8 jours) a toujours Cté 

observée avant le &but de la croissance significative sur les alcanes liquides. Le même 

phénornine a dijà C t i  rapporté avec P. <ienrginosu ATCC 9027 (Miguez et ul., 1986: 

Zhang et Miller. 1995). Ce ddai n'est pas attribuable à un besoin d'induction de la voie 

catabolique car la croissance sur le méme n-alcane 3 l'état solide ne sera pas affectée par 

cette période de latence. Nos résultats démontrent que la fin de cette drmiére coïncide 

avec l'émergence de variants phenotypiques de type S très adhérents et 

vraisemblablement spécialisks dans la formation de biotilms. Ces formes phenotypiques 

alternatives de j7RP croissent rapidement sur les alcanes liquides sans phase de latence. 

I I  est probable que l'émergence de ces variants soit nécessaire à la croissance de la 

souche j7RP sur les alcanes liquides. Les variants S n'ont Cté dktectés que lorsque le 

substrat était un liquide hydrophobe. La période de latence dans les cultures sur alcanes 

liquides est donc vraisemblablement attribuable au temps nécessaire pour que la faible 

proportion de variants S présents dans I'inocuIum de départ prennent le dessus sur les 

variants L dans la population. 

Dans les conditions de culture où une différence avait été observée sur les alcanes 

liquides. la croissance sur les substrats solides tels que les n-alcanes en dessous du point 

de fusion et HAP n'a pas été affectée par l'inactivation de rhL4. De plus, aucune phase de 



latence n'a été observée. Ceci pourrait s'expliquer par l'observation que l'émergence de 

variants S n'est apparemment pas nécessaire pour la croissance sur les hydrocarbures 

solides. Des cultures sur le naphtalène des formes L et S de 57RP et 57RP-98 n'ont 

montré aucune différence dans les niveaux de croissance (résultats non-présentés). 

Cependant. les résultats obtenus avec un milieu de culture favorisant la production de 

rharnnolipides suggèrent que la présence de rhamnolipides dans le surnageant puisse 

promouvoir la croissance sur I'octadécane et le phénanthrène. 

Une comparaison de la croissance sur les n-alcanes entre plusieurs souches de P. 

ueniginosu a démontré que certaines possèdent naturellement un phénotype particulier 

leur permettant d'utiliser plus rapidement ces substnts hydrophobes. Les tests ont 

conRrmC que. 3 l'image des variants S de la souche 57RP. ces souches Rapides possèdent 

une surface externe hydrophobe et sont particulièrement efficaces dans la formation d'un 

biofilm. De plus. au contraire des souches Lentes. elles ne présentent pas de phase de 

latence et ne nkessitent pas l'émergence de variants S. La raison pour ces différences 

phénotypiques entre divers souches de P. urnrginosu est inconnue mais doit Ztre reliée à 

des variations dans la composition de la surface cellulaire (ex. LPS) ou des structures 

extncellulaircs (ex. pili). 

En résumé. nos résultats indiquent que la croissûncc de P. urrirginosa sur les alcanes 

linéaires liquides nécessite la capacité à former un biofilm. De plus. la croissance 

Iégèrement ralentie du mutant rhl4 suggère que les rhamnolipides jouent un rôle dans ce 

processus. Cette dernière hypothèse est explorée au chapitre 5.  Pour ce qui est des 

substrats hydrocarbures solides. d'autres expériences sont nécessaires afin de pouvoir 

conclure sur la nécessité de former un biofilm et le rôle des rhamnolipides. Cependant, 

nos résultats suggèrent que ia croissance en suspension et acquisition des molécules 

dissoutes serait le mode privilégié par 57RP. Cette hypothèse est appuyée par les 

tendances à une croissance linéaire et l'absence d'apparition de variants S. Cette question 

sen discutée au chapitre 7. 



CHAPITRE 5. BIOSURFACTANTS DE P. AERUGINOSA 

5.  I .  MISE EN CONTEXTE 

Tel que discuté dans les deux chapitres précédents, l'émergence de variants 

phknotypiques de type S est directement reliée à l'essor de la croissance de P. uertrginosu 

57RP sur les alcanes linkaires liquides. Puisque les variants S constituent un phénotype 

initiant la formation de biofilms. on peut déduire que le développement d'un biofilm soit 

nécessaire pour la croissance de cette souche sur les alcanes liquides. Nous avons 

eyalement observé que lorsque le mutant 57RP-98 (rhl.4') était cultivé sur I'hexadécane. 

la biomasse se retrouvait associ6c de façon persistante aux gouttelettes de substrat non- 

rnisciblrs. dors que 57RP finissait par se détacher. Ces observations ont donc suggéré 

que les rhamnolipides puissent jouer un rôle dans le detachement &ou la dispersion des 

cellules d'un biofilm. Cette hypothkse a ité explorée par Anna-Mana Donetti. étudiante 

sous la direction du Dr Richard Villemur ( INRS-Institut Armand-Fnppier). dans le cadre 

de son projet de maîtrise ( Donetti. 2000). 

En avril 1000. un  article est paru décrivant. pour la première fois chez P. urn~ginosu. la 

capaciti à coloniser rapidement la surface d'une gélose grâce a la motilité par 

«swarming>p (Rashid et Komberg. 2000). Or. Serr<itiu rnurcrscrns peut également se 

mouvoir par «swmninp et cela nécessite la production d'un biosurfactant. la 

sernwttine (Matsuyama et dl.. 1992: Matsuyama el uL. 1986). Nous avons donc émis 

I'hypothksc: que la production de rharnnolipides soit nécessaire au «swarming» chez P. 

uemginosu. en cornpannt 57RP au mutant rhU 57RP-98. Cette hypothèse a Cté 

rapidement confirmée. Cependant. un article a été publié en novembre ZOO0 dans lequel 

les auteurs rapportaient qu'un mutant rhl.4 était incapable de ~swarming)) et. par 

conséquent. ils concluaient que la production de rhamnolipides est essentielle à ce type 

motilité ( K6hler et ul.. 2000). 

Des tnvnun supplémentaires effectués en collabontion avec le Dr François Lépine 

(MRS-Institut Armand-Fnppier) ont toutefois permis de démontrer que RhlA n'est pas 



une sous-unité de la rhamnosyltnnsfénse I comme généralement considéré (Maier et 

Soberon-Chavez. 2000: Ochsner rr ul.. 1991a), mais est plutôt impliqué dans la synthèse 

de la portion lipidique des rhamnolipides. De plus, nous avons déterminé que l'excrétion 

de ces acides gras libres par la bactérie est suffisante pour permettre le «swaming» chez 

P. urncginosu. et que la production de rhamnolipides n'est donc pas nécessaire. 

L'article $2 a h é  soumis pour publication dans Biochimicu et Biophpku ..lcfu en juillet 

1001. Nous y démontrons que le gene rl1L-i code pour une enzyme nécessaire pour la 

synthèse du dimére lipidique précurseur des rhmnolipides. et qu'une partie de ces acides 

gras est excrétée dans le mi lieu sxtrricellulriire. 

L'article 73 (section 5.3) a i tC  soumis pour publication dans Zlicrohiolmgv en mai 2001. 

Nous y rapportons que 13 mixture de diméres lipidiques excrétée en plus des 

rhamnolipides par P. ~rrrziginosw posskde des propriétés trnsioactives. Elle peut donc Ctre 

considérer comme une biosurfactant auquel nous avons attribué le nom d'aeruwettine. 

Nous montrons que les deux clnsses de biosurfactants excrétés par P. wncginosu 

contribuent j. la motilité de type ~(swarming». ainsi qu'au detachernent et 3 la dispersion 

des cellules faisant partie de biotilms formés en conditions statiques et dynamiques. 
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Psncdolomonus ~irncginoso rxcretes rhamnolipids. The rhL4B operon encodes the 

rhamnosyltrmsfensr I which catalyses the transfer of TDP-L-rhamnosr to 

3-hydroxyacyl-3-hydroxyacid (HAHA). RhIB is the actual catalytic subunit of the 

rhamnosyltrrinsferrise but the function of RhlA has not been detenined. We had 

previously detrctrd frce HAHAs in the supernatant of P. uwiiginosu cultures. Usinç 

liquid chromatognphy/mass spectrometry. we monitored the production of rhamnolipids 

and frce HXHAs by the ivild-type strain P. wncginosu PGZOI. the rhl.4 mutant U0299 

and the rldB mutant UOI87. No HAHAs were detected in the supernatant of U0299. 

whereas L'OIS7 produced an elevated concentration of H.4HAs. indicating that the RhlA 

protein is involved in HAHA biosynthesis. Rharnnolipids were released by wild-type 

cells as mon as thcy wrre synthesixd but HAHA accumulation was delayed and slower. 

Rhamnosyltrnnsferase 1 prefers to glycosylate longer chain and saturated H.4H.k. 

leaving a HAHA pool rnnched in shonrr chain and unsatunted congenrrs which are then 

released in the r.xtncellular milieu. Proposrd functions for RhlA in rharnnolipid synthesis 

are discussed and a thioestensr activity is postulated. 

5.2.2. introduction 

Psric~lunion~s trrniyinosu produces extncel lular $1 -01 ipids composed of L-rhamnose 

and 3-hydroxyalkanoic acid (rhamnolipids) (Hauser et Kamovsky. 1957: Jarvis et 

Johnson. 1949). Although their exact physiological function is undetermined. these 

amphiphilic molecules are usually considered as biosurfactants. acting as solubilising 

agents promoting the uptake of hydrophobic substntes. especially n-alkanes (Beal et 

Betts. 2000: Itoh el ui.. 1971). Moreover. rhamnolipids are virulence factors found in 

hi@ concentrations in sputa of P. ornrginosu-colonised cystic fibrosis patients 

(Kownatzki et ut-. 1987). They have been show to interfere with the normal tracheal 

ciliary function ( R a d  rr ul.. 1992). to inhibit the phagocytic response of macrophages 



(McClure et Schiller. 1996). and act as heat-stable extracellular hemolysins (Johnson et 

Boese-blarrauo. 1980). 

Rhamnolipids are produced in liquid cultures as a complex mixture of congeners 

containing one or two 3-hydroxy fatty acids of various length. linked to a mono- or di- 

rhamnose moiety (Déziel n al.. 1999: Déziel et ut.. 2000). In general. the two more 

abundant rhamnolipids are L-rhaninosyl-3-hydroxydrcanoyl-3-hydro!qdecmmte and L- 

rhamnosyl-~-rhamnosyI-3-hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoate (Lang et Wullbnndt, 

1999). According to the biosynthetic pathway proposed by Burger rr ui. (1963). 

rhamnolipid synthesis proccrds by two sequential glycosyl transfer reactions. each 

catal ysed by a di fferent rhamnosy ltnns ferase. The rhUB gnes  encoding the first 

rharnnosyltransfrrase. which catalyses the tnnsfer of TDP-L-rhamnose to 3-hydroxyacyl- 

3-hydroxycid ( HAHA ). have been charrictrrised (Ochsner rr ul.. 1994a). Both genes are 

essential for rhamnolipid synthcrsis but. whrreas rldB is known to cncode the catalytic 

subunit of the rharnnosyltransfrrase. the function of rhl.4 in is still unknown. Expression 

of the rhl.IB operon and rhamnolipid production is regulated by quorum sensing 

(Ochsner er ai.. 1994b: Ochsner et Reiser. 1995: Pearson Cr ul., 1997: Pesci el (11.. 1997) 

and environmental factors. especially the nutritional conditions (Gurm-Santos et ul.. 

1956). The second rharnnosyltnnsferase. cncoded by rhiC. was recently characterised 

and its expression shown to be CO-ordinately regulated with rhIAB by the same quorum- 

sensing system ( Rahim et uL. 200 I ). 

The biosynthetic pathway of HAHAs is not completely slucidated. Campos-Garcia et ut. 

(1998) have described a NADPH-dependent ketoacyl reductase, RhlG, which is 

presumably responsible for dnining the fatty acid precunors of HAHAs from the genenl 

de novo biosynthetic pathway toward HAHA synthesis (Fig. 5.1). They proposed that 

HAHAs could result fiom the condensation of 3-hydroxacyl-CoA by the activity of a 

poly-3-hydroxyalkanoate (PHA) synthase, two of which are found in P. aenrginosu, 

PhaC 1 and PhaCZ (Timm et Steinbiichel, 1992), but this has not been demonstrated. 



Using a LCIMS method that we have developed to directly malyse rhamnolipids in 

culture supematants (Déziel et ul.. 1999: Déziel a uL. 1000). we recently detected the 

production of free HAHhs by P. uunrginosir 57RP (Lipine er (il.. 2001). We 

drmonstrated that these compounds wrre not rhamnolipid deLwdation products but the 

actual intermediates of rhamnolipid biosynthesis postulated by Burçer a ul. ( 1963). We 

now present evidence that rlrl.4 is directly required for production of the HAHA 

precursors of rhamnolipids and that rxtracellular HXHAs constitute the portion of the 

HAHA pool not used for rhamnolipid synthesis. 



FaW acid bioryndhesir 

ACP 

H? ? 
H,C-(CH-J<CH-CH2-C-S-COA 

Figure 5.1 Modifications to the rhamnolipids biosynthetic pathway ptoposed by Campos- 

Garcia et al. (1998). 

RhlA is postulated to cleave the coenzyme A ftom the HAHA-CoA before the fint 

glycosylation step. TDP, thymidine diphosphate; AC?, acyl cattier ptotein; CoA, coenzyme 

A 



5.2.3. Materials and methods 

5.2.3.1. Bacteria and culture media 

Three stnins of P. uemginusu used in this study were kindly provided by Dr. Urs 

Oc hsner (Department of Microbiology, University of Colorado): wild-type stnin PG20 1. 

and Tnj-Gm induced mutants rhl.4-negative U0299 and rhlB-negative U0287 (Ochsner 

et ul.. 1994a). Strain 57RP was isolated in our laboratory and used as reference (Déziel et 

ul.. 1 999: Déziel rr ul., 2000). 

Transcription fiom the promoter upstrearn of the rhl.4B operon was investigated by 

monitoring the P-Gai activity of the wild-type stnin 57RP containing a rhl.4 '-lucZ 

tnnslational fusion (plasmid pECP60) (Pesci er (11.. 1997). pECP60 was introduced into 

stnin 57RP by electropontion (Smith et Iglewski. 1989) and 57RP(pECP60) 

tnnsfomants were selected with carbrnicillin (200 pdml). The P-Gd activity was 

assayed according to Miller ( 1 972). 

Cultures were grown in 50 mL of an iron-lirnited minenl salts medium supplemented 

with 2?6 (wt/vol) mannitol. in 250 mL Erlenmryer flasks incubated at 30°C with gyntory 

shakinp at 200 rpm (Déziel et dl.. 1999: Déziel rr <iL. 1000). Growth was evaluated by 

measuring the total cellular protein concentration. Proteins were solubilised in 0.1 N 

NaOH at 70°C for 30 min and analysed by the method of Bradford (Bio-Rad 

Laboratories, Hercuies. Calif.), with bovine ssmm albumin as a standard. 

5.2.3.3. Chernical analvsis 

Culture samples were centrifüged at 16000 x g for 5 min. to remove the bacteria and the 

supsmatant was filtered on a 0.2 pm filter. 16-Hydroxyhexadecanoic acid was added as 

an intemal standard and the sample injected unto the LCfitS. All the analyses were 

performed in triplicate with a triple quadrupole mass spectrometer Quattro II (Micromass. 



Pointe-Claire. Canada) equipped with a Z-spray interface using electrospray ionisation in 

negative mode. It was interfaced to a HP 1100 HPLC (Agilent Technologies, Montreal, 

Canada) equipped with a 150 mm x 4 mm Zorbax Cs reverse phase column (particle size 

5 p) using the same acetonitriie-water gradient as described previously (Déziel er uL, 

2000). Quantification was performed by inteption of the pseudomolecular and the 

proper f n p e n t  ions. 

5.2.3.3. PHA detemination 

The method of Bnndl et ul. (1988) was followed. Briefly. lyophilised cells were 

subjected to methanolysis in the presence of sulfuric acid. The resulting 3- 

hydroxyalkanoic acid mrthyl esters were then analysed by gas chromato~mphy. 

5.2.4. Results and discussion 

5.2.4.1 . rhL4 mutants do not produce rhamnolipids or HAHAs 

HAHAs. the lipidic precurson of rharnnolipids. have been detected dong with 

rhamnolipids in culture supematants of P. urnginosu 57RP (LCpine et ui.. 200 1 ). We 

cultivaied a rhi.4 negative mutant of this stnin in order to increase the production of 

HAHAs. Because rhU is considered part of the rhamnosyltnnsfense 1 complex 

(Ochsner et <IL. 1994a). we anticipated that inactivation of this gene would inhibit the 

glycosylation of HAHAs and lead io an increase in the concentration of HAHA 

intemediates in culture supematants. .As expected, this mutant did not produce 

rhamnolipids but, surprisingly, it did not produce any HAHAs either (data not shown). 

This sugested that rhlA is involved in the synthesis of HAHAs. Thus, to investigate the 

role of rlzU in biosynthesis of rharnnolipids, the sarne expenment was repeated with the 

reference stnin PGZOI. which was oripinally used to isolate the rhlAB operon, and the 

rhi.4 U0299 and rhiB U0287 mutants, both derived fiom PG20 1 (Ochsner et ut., I994ri). 



Table 5.1 shows the concentrations o f  fiee HAHA congeners, dong with the mono- and 

di-rhamnolipids, in the supernatant o f  a 169 h culture of  PG201. The fiee HAHA profile 

in stnin PGZOI is sirnilar to the one previously observed with stnin 57RP (Lépine et al.. 

200 1 ). It was proponionally depleted in CIO-CIO (23.6%) relative to the mono- (64.4%) 

and di-rhamnolipids (60.5%) and contained a large proportion o f  Cs-C8 (22.1%) whilr no 

rhamnolipids containinp Cs-Cs were detected. No trace o f  HAHAs or rhamnolipids was 

detected in cultures of  the rhl.4 mutant U0299. 

Tableau 5.1. Concentration of HAHA, mono- and di-rhamnolipids in PG209 and UOZ87 

culture supematants after 169 h of incubation 

HXHA HAHA Xlono-rhmnolîpid Di-rfumnolipid HAHA conccnmtion in 
concentration in PG201 conccntntion tn concentntion in UO287 (HM) 

TOT.\L 33-8 603.6 500 1 -3 722.2 
ND. not detected: " Numbers in parenthesis are the standard deviation. Samples were analysed in tripliate 
"urnbers in bncket are the concentntion percentap of a given congener kthin the ume 

hmil! of compounds. 



5-2.4.2. The rhlB mutant produces HAHAs 

Because the rlrl.4 and rhlB genes fom a bicistronic operon and rhhî is upstream of rhlB, 

inactivation of rlrl.4 by insertional mutagenesis prevents rhiB expression by intempting 

its transcription (Ochsner et ui.. 1994a). Table 5 .  l shows the concentrations of free 

HAHAs rxcreted by the rldB mutant UO287 afier 169 h of incubation. No mono- or di- 

rhamnolipids were detected. as expected. However, the total free HAHA concentration in 

U0287 supernatant was almost nine times higher than in the wild stnin PGZO 1. 

Proportions of the various free HAHAs differed between strains U0287 and PGZOI. 

Most notably, the percentage of frer HAHAs represented by the CirCiu congener goes 

from '3.6% for PGZOl to 36.6% for strain UOZ87. This value is very close to the 

perceniap of the CIO-CIO congener observed in mono- (64.416) and di-rhamnolipids 

(60.8%) in PGZOI. The percentage of free HAHAs represented by the Ca-Cs congener 

decreaxd from 27.1°~0 for PGZO 1. to only 0.504 for strain U0287. whilr no C8-Cs 

congenen were observed in mono- and di-rhamnolipids of PGZOI. The very hi& 

percentage of free HAHAs represented by the Cio-Ci2:i congener (3 1.3%) in PG2Ol 

dccreased to tMo6 in U0287. close to the values obsrrved for the CI&?: congeners in 

mono- and di-rhamnolipids of PGZOI. These results suggest that rhamnosyltnnsferase 1 

prefers longer chain and saturatcd HAHAs, leaving a HAHA pool enriched in shorter 

chain and unsatunted congnrrs. as seen in the free HAHAs of PG20 1. Because most of 

the HAHAs are used by the rhamnosyltranfense. the residual fke HAHA pool of PG201 

is small. The larger UO287 pool is therefore more representative of the initial HAHA 

pool before rhamnolipid synthesis. This explains why the pool of fiee HAHAs in U0287 

cultures is very similar to the HAHA profile of mono- and dirhamnolipids observed with 

PG20 1.  

These observations firther strengththrn our hypothesis of a preferential action of RhlB on 

longer chain HAHAs (Lépine et cri.. 2001), based on the depletion of CIO-CIO and the 

excess of Cs-Ca, Cs-CIO and Cl& in free HAHAs venus those found in rhamnolipids. 



The lack of correlation between the composition of the HAHA pool and the preferences 

of the rhamnosyltnnsfense. and the actual natunl excretion of HAHAs by the wild 

sttriin, are intriguing and suggests that free HAHAs may have a specific role in the 

bacteria. Interestingly, we have recently found that expression of rhl.4 and release of 

HAHAs allows P. arnrginosu to colonise surfaces by swarming rnotility. probably as a 

result of the wetting activity of extracellular HAHAs (unpublished results). 

5.2.4.3. Extnceilular accumulation of HAHAs is delaved compared to 

rhamnoii~ids 

To further investigate the hypothesis that HAHAs are rxcreted ris unused metabolites. we 

studied the accumulation of mono-rhamnolipids. di-rhamnolipids and HAHAs following 

activation of rhM (Fig. 5.2). B-Gd activity of a rhl.4 '-iucZ fusion was assayed to monitor 

rhL4 expression. As illustnted in Fig. j.Zb, mono-rhamnolipids appeared in the 

supematant immediately following upregulation of rhl.4 expression. This results confinns 

that rhamnolipid synthesis is tightly coupled to rhL.1 activation and indicates that 

rhamnolipids are released by the ceils as soon as they are synthrsized. Appeannce of di- 

rhamnolipids in the supematant was delayed. probably because they require a 

supplemental glycosylation (Rahim et <ri.. 200 1 ). Nevenheless. the ntes of accumulation 

of both rhamnolipid families were esscntially the same. as previously reported (Déziel et 

dl.. 2000). This is the first direct kinetic demonstntion of correlation between activation 

of rh2;lB and rhamnolipid production. Finally, accumulation of HAHAs occurred later 

and more slowly than rhamnolipids. reflecting release by the crlls of the less preferred 

precursors of rhamnosyltransfense 1. 



O 50 IO0 
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Figure 5.2 Production of rhamnolipids and HAHAs by P. aenrginosa 57RP(pECP60) 

following rfr/A expression. 

(A) Total cultivation period. (6) Focus on the 20 to 60 h time frame. Proteins represent 

cellular gtowth (O), &Ga1 activity reflects activation of rhlA expression (O), mono- 

rhamnolipids ( ), di-rhamnolipids (x), HAHAs(0). 



5.2.4.4. The rhlB mutant accumulates more PHAs 

The smaller amounts of HAHAs obtained with mutant U0287 (722.2 PM) in cornparison 

with the total amounts of fiee and linked HAHAs in PG2Ol (5688.7 FM) may reflect 3 

negative feed-back effect on HAHA synthesis. It could also be that HAHA excretion is 

less efficient than rhamnolipids or is normally promoted by the simultaneous release of 

rhamnolipids. PHA consisting of pol yesten of various 3-hydroxy fatty acids, main1 y with 

carbon chain length fiom 8 to 12 carbons like rhamnolipids, are accurnulated as 

intncellular storage compounds by Pscudomonads (Huisman ri cil.. 1989). Cornparison 

of PHA accumulation between PG201 and U0287 have show that the rhlB mutant 

produces increased concentrations of PHAs. indicating that unused 3-hydroxyalkanoic 

acids were redirected towards PHA synthesis ( 1  8.9% wVwt of cellular dry weight for 

PGZOl vs. -10.196 for U0287). Indeed. PHA and rhamnolipid biosynthetic routes are 

competing for cornmon 3-hydronyalkanoic acids precursors coming fiom the fatty acid 

de novo biosynthrtic pathway ( Rehm et ul.. 100 1 ). 

5.2.4.5. Putative function of rM.4 in rhamnolipid svnthesis 

Although Rhl A is required for rhamnolipid production. its function is undetermined. 

Ochsner et ul. suggested that it is a periplasmic protein. presumably involved in the 

s ynthesis or transport of rhamnosyl tram ferase precunor substntes or in the stabilisation 

of the RhlB protein in the cytoplasrnic membrane (Ochsner ri uL. 1994a). The absence of 

HAHA production by the rhL4 mutant U0299 indicates that this gene is involved in 

HAHAs synthesis. 

hmino acid sequence analysis of the rhU gene product exhibits 4 2 4 %  identity and 5 1 - 
54% similarity with 3-hydroxyacyl ACP:CoA transfenses (PhaG) identified in vanous 

memben of the PseziJornonus pnus  (P. putidu. P. uen<ginosa. P. oleovorans and 

Psriihrnonus sp. 6 1-3). This enzyme. encoded by the phuG gene, directly links de novo 

fatty acid biosynthesis to PHA synthesis (Rehm et cil.. 1998). Thus, based on its 

sigificant degree of homology with PhaG. RhlA could be an acyltransfeme catalysing 



the tnnsfer of the 3-hydroxpcyl moiety from the ACP thioester to CoA. However, the 

RhlA protein (295 arnino acids) lacks the conserved H&D motif of acyltransferases 

(Heath et Rock, 1998). having a H&A instead (positions 177-182 of the amino acid 

sequence). Substitution of the invariant aspartic acid with an alanine was specifically 

shown to eliminate the catalytic activity of the membrane-bound sn-glycerol-3-phosphate 

acyltransferase of Escherichiu coli (Heath et Rock, 1998). This argue against an 

acyltransferase function for RhIA. 

As shown previously (Burger et ul.. 1963: Ochsner et cil., 1994b). nonactivated 3- 

hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoic acid is directly glycosylated by 

rhamnosyltnnsferasr 1. This is in contrast to the pathway suggested by Campos-Garcia 

et [ri. ( 1998). who proposed giycosylation of HAHA-CoA by RhlAB. but consistent with 

our detection of free HAHAs in the supematant of PGZOI and U0287. Therefore. RhlA 

could be a thioestensr acting on the product of the putative HAHA synthase (Fig.1). 

which was proposed to be PhaC (Campos-Garcia et dl.. 1998). Many bacterial 

thioestensrs have an unknown physiological role. whereas sevenl of their eukaryotic 

coiinterparts display (i distinct chain-termination hinction. This would be in agreement 

with a role for RhlA in diverting 3-hydroxyalkanoic acids fiom PHA synthesis towards 

HAHA synthesis. Accordingly. a switch of the flow of 3-hydroalkanoic acids from PHA 

polymerisation to rhamnolipid synthesis was recently described to occur at the onset of 

the stationary phase. that is when expression of rhlA is upregulated (Chayabutra et Ju, 

100 1 ). Search in conserved protein domain databases (National Center for Biotechnology 

Information. http://wwv.ncbi.nlm.nih.gov/) showed that RhlA (CienBank accession 

number A53652) contains a significant homology (positions 53 to 275 of the amino acid 

sequence) with the consensus fold of the a/p hydrolase superfarniliy. Both thioesterases 

and acyltnnsfenses belong to this superfamiliy. hterestingly, sorne thioesterases can 

also act 3s acyltransfenses (Byers et Meighen, 1985). The absence of significant arnino 

acid sequence identity of RhlA with other thioesterases is consistent with the high level 

of prirnary structure divergence observed among the thioestense group (Arpigny et 



Jaeger, 1999). Nevertheless. most thioestenses characterised to date contain a conserved 

serine at the active site, ofien iocated in a GXSXG motif about 100 arnino acids fiom the 

N-terminus (Arpigny et Jaeger. 1999). andlor a C-teminal GXH sequence (Cho et 

Cronan. 1993). Alignment of the deduced amino acid sequence of RhlA with the a/p  

hydrolase consensus sequence revealed a corresponding senne in a SASWG sequence at 

positions 100-104 and also a GFH at the C-teminal end (positions 286-288). The 

bordering glycine residuçs are not always conserved (Arpigny et Jaeger, 1999). Thus. 

putative conserved sites of thioestenses serm to be present in RhlA. Additional work will 

be required to contirm this hypothesis. 
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5.3.1. Summary 

Psclr~fulomonus tirncginosu produces extncellular glycolipids composed of L-rhamnose 

and 3-hydroxyfatty acids. Although these compounds display surface-active properties, 

their physiological funct ion is not well understood. Rhamnolipids are synthesised by a 

rhamnosyltransfense. encoded by the rhfAB operon. which catalyses the transfer of TDP- 

L-rhamnose to 3-hydroxyacyl-3-hydroxyacid (HAHA) moieties of various lengths. RhiB 

is the catalytic protein of the rharnnosyltransfenx and rhf.4 encodes a protein which is 

absolutely necessary for rhamnolipid synthesis but has an unknown hnction. Swarming 

motility was recrntly describrd in P. uertiginosu. Swarming cells need to overcome the 

strong surface tension of water surrounding the colony and this surface conditioning is 

usually achieved by the production of wetting agents. Using rhf.4 and rhfB mutants. we 

drmonstratcd that swarming requires the expression of the rhL4 genr but it does not 

necessitatr rhamnolipid production. Swimming and twitching motilities were not 

affected. WI: dctermined that rhL4 is involved in the production of a novei biosurfÿctant 

with potent wetting activity. composed of a mixture of HAHAs. which we namrd 

aeniwettin. Biofil ms are highl y organised surface-associated communities of 

microorganisms enoeloped within an exopolyrner matrix. There is increasing evidence 

that motility plays a role in biotilrn structural development. especially in the fint steps of 

formation. Howrvrr. very limited information is available on the detachment and 

dispersal mechanisms used by biofilm bacteria. Compared to the wild-type stnin, static 

biofilms formed on polystyrene surfaces by rld.4 and rhlB mutants were thicker. To 

investigate further the role of biosurfactants. we cuitivated a wild-type stnin tagged with 

the green fluorescent protein and its rhU mutant together as a biofilm in a flow chamber. 

.balysis of this biofilm by confocal microscopy coupled to in situ hybriditation revealed 

a higher proportion of wild-type cells at the surface of the biofilm and in the effluent of 

the flow cell. These results indicate that biosurfactants produced by P. uerziginosa are 

involved in biofi lm drveioprnent. 



53.2. Introduction 

Psezid~~rnonus ueniginosu is a ubiquitous and versatile gram-nrgative bacterium capable 

of three types of rnotility: flagellum-mediated swimming. type IV pilus-dependent 

witching. and swarming. which was only recsntly reported in this species (Déziel et ul.. 

1001: K6hler et ul.. 2000: Rashid et Komberg. 2000). Swanning is a fomi of organised 

surface translocation allowing rapid colonisation of surfaces that depends on extensive 

flagellation and cell-to-cell contact (Fraser et Hughes. 1999: Harshey. 1994). It is a 

multicellular phenornenon requiring ce Il di fferentiation and CO-opention. which is 

analogous to biofilm formation ( Harshey. 1 994). 

Swarming cells nerd to overcomr the strony surface tension of water surrounding the 

colony in order to sfficirntly colonise the surfixe (Matsuyama et Nakagawa. 1996). This 

surface conditioning is ofien xhieved by the production of surface-acti~c cornpounds 

which act as wrtting agents (Lindum er d. 1998: blatsuyama Cr ul.. 1995: Matsuyama et 

uL. 1992: Mendelson et Salhi. 1996: Toguchi rr ul.. 2000). Spreading growth of Srrraliu 

murcescens is known to depend on the production of vürious e.utncelIular lipopeptides 

named semwetins (Matsuyama rr ui.. 1995: Matsuyama rr ul.. 1992: Matsuyama rr ul.. 

1986). Synthesis of sernwettin WZ. a cyclic lipodepsipentapeptidr required for swming  

motility of Strruriu fiqirrjuciens. is regulated in a ce1 1-density-dependent mamer b y an 

acyi-homoserine lactone-bassd quorum-sensing system (Lindum er ul.. 1998). Normal 

swming of Bucillirs siibrilis relies on the production of surf'ctin (Mendelson et Salhi. 

1996). a cyclic lipopepiide biosurfactant whose synthesis is also controlled by quorum- 

sensiny via two pheromonr signal peptides. CornX and CSF (Lazazzen et uL. 1997: 

Solomon rr al., 1 996). 

It has long been known that P. umiginosu produces cxtncelluIar glycolipids composed 

of L-rhamnose and 3-hydroxydecanoic acid (Jarvis et Johnson. 1949). However, 

rhamnolipids are arnong the less well undrntood virulence factors released by this 

bacterium. Since they display surface activity. these moIecules are considered 



biosurf'ctants and have been mostly studied for their role in the uptake of hydrophobie 

substrates. especirilly n-alkanes (Beal et Betts, 2000: Itoh et Suzuki. 1972). They have 

also been studied as heat-stable extracellular hemolysins (Johnson et Boese-Mamuo. 

1980). In iiquid cultures. rhamnolipids are produced as a complex mixture of congenen 

containing one or hvo 3-hydroxy fatty acids of various length, linked to a mono- or di- 

rharnnose moiety (Déziel et ul., 1999b; Déziel et uL. 2000). In pnrn l .  the two more 

abundant rhamnolipids are ~-rhamnosyi-3-hydroxydecanoyl-3-hydro~ydecanoate and L- 

rhamnosyl-L-rhamnosyi-3-hydroxydecanoy l-3-hydroydecanoate ( Lang et Wull bnndt, 

1999: Maier et Soberon-Chiivez. 2000). According to the biosynthetic pathway proposed 

by Burger et al. ( 1963). rhamnolipid synthesis proceeds by srquential gi ycosy l tnnsfer 

reactions. each catalysed by a different rhamnosyltnnsfense. The rhf grnes encoding the 

fini rharnnosy ltransfense. which catalyses the transkr of TDP-L-rhamnosc to 3- 

hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoûte. have bern chancterised. dong with their 

regdatory gncs ( Mairr et Soberon-Chivez. 2000: Ochsner rr al.. 1 9 9 4 ~  Ochsnrr er <il.. 

1994b; Ochsner et Reiser. 1995). In a similar way to the wetting agents involved in 

swarming moti lity of Srrrutiu and Bucillus species. rhamnoli pid production in P. 

rrencginosu is controlled by cell-to-cell signalling. This quorum-sensing system is 

composrd of rhll. the N-butyrylhomosetim lactone autoinducer synthase gcne. and rliIR. 

which rncodes the tnnscriptional activator (Ochsner et uL. 1993b: Ochsnrr et Reiser. 

1995). This systrm regulates the expression of the rhUB operon which encodes the 

rhamnosyltransfense 1 required for rhamnolipid synthesis (Ochsner e~ ul.. 1994a: 

Pearson et uL. 1997: Pesci et uL. 1997). RhlB is the catalytic protein of the 

rhamnosyltransfense and rhlrl encodes a periplasmic protein presumably involved in the 

synthesis or cransport of rhamnosyltransfense precursor substrates, or in the stabilisation 

of the RhlB protein (Ochsner et ai.. 1994a). 

Biofilms are highly organised surface-associated communities of microorganisms 

rnveloped within an exopolymer matrix (Costenon et al., 1995). Biofilms are also 

dynamic structures in constant evolution (OTooIe ut al.. 2000b). After initial attachent 



and biofilm maturation. crlls must be able to detach and disperse to colonise new 

habitats. Howevrr. besides physical break off and possible involvement of enzymes that 

dcgnde cxopol ysacchrirides. vrry limited information is available on the detachment and 

dispersal mechanisms used by bacteria (Boyd et Chakrabarty, 1994; Costerton et al.. 

1999: OTwle et ul.. 2000b). There is increasing evidence that motility plays a role in the 

stmctunl development of biofilms (Pratt et Kolter. 1999; Tolker-Nielsen et di.. 2000). 

Dunng the preparation of this manuscript. Kohler ut <il. (2000) reported that cell-to-cell 

sigialling, and both flagella and type IV pili. are required for swarming rnotility in P. 

uenrginosu. These authors observed that a rh2.l mutant was unable to swarm and 

therefore concluded that rhamnolipid production is required for swarming motility of P. 

<~rngino.su. We report hrre that swarming inderd requires the expression of the rhi.ef 

rene but it does not necessitate rhamnolipid production. Wc show that rhi.4 is involved in 
C 

the production of a novrl biosurfactant with a powerful wettinp actirity. ahich wc nnmed 

aeruwettin. We also present evidence that biosurfictants produced by P. <~rnrgimsa are 

involved in biofilrn development. 



5.3.3-1 . Bacterial stmins. plasmids and culture media. 

Bacterial stmins and plasmids used in this study are listed in Table 5.2. The rhL4 mutant 

57RP-98 was genented by insertional mutagenesis by the following procedure. Part of 

the rhL-l gene was amplified by PCR and cloned in the pCRI1 T-vector (Invitrogen). X 

0.3 kb BumHl fngient containing a portion of the rhi.4 sequence was isolated from a 

positive clone. pUT mini-Tnj Km1 (de Lorenzo & Timmis. 1994) was digested 

sepantely by BamH 1 and Bgfli. and a 2 kb BamHI fragment containing the Kmr gene and 

a 5 kb Bgnl fngncnt which lackrd the transposase gene were then isolated. These two 

fngments plus the rM.4 BunlHI fragment were ligated together and tnnsferred into E. 

coii CC 1 I S X pir. One positive clone was then tnnsferred in E. cuii S 17- 1 h. pir and 

conjugatcd with stnin 57RP (de Lorenzo & Timmis. 1994). Kmr tnnsconjugants 

products of homologous recombination were selected and verified for the absence of 

rhamnolipid production on SW Blue agar plates (Siegnund et Wagner. 199 1 ) containing 

kanamycin (100 pr/rnl). Transconjugant 57RP-98 was selected and a Southern blot 

hybridiwtion (Sambrook et Russell. 2001) with a rhl.4 probe \vas performed to confirm 

insertion of the construction in the chromosomal rhL4 gene. 

The tluorescent P. uen~ginosa 57RP-gfp stnin was obtained by conjugation of E. soli 

S 1 7- 1 k pir containing the green tluorescent protein gene ylpmut3* (pJBA2S) cloned into 

a mini-Tn5 suicide vector (Andersen cf  al.. 1 W8), and selected on Psmdornonm-specific 

Cetrimide agar suppiemented with kanamycin (500 m l ) .  57RP-gFp was 

indistinguishable from the parent s a i n  on agar plates and in liquid cultures. The pECP60 

plasmid was introduced into stnin 57RP by electropontion (Smith et Igiewski. 1989) and 

57RP(pECP60) transformants were selected with carbenicillin (200 pg/ml). X-gal (10 

pg ml) was added w hen required. 



S w m  plates were composed of 0.5% Bacio-agar and 8 g/L nutrient broth. both from 

Difco, supplemented with 5 g L  dextrose. and dned ovemight at room tempenture before 

use (Rashid et Komberg. 1000). Cclls were point inoculated with a sterile toothpick and 

the plates w r e  incubatcd at 30°C for 24 to 48 h. A detined mineral salts medium (MSM) 

designed to promote rhamnolipid production (Déziel et uL. 2000: Déziel et dl., 1996), 

supplemented wiih 7'6 dextrose, was also used. The composition was (g/L): KH:POa. 

0.7: Na:HPOJ. 0.9: NaNo;. 2.0: MgSO4 7H:O. 0.4: CaC1: IH:O, 0.1 : and FeSOi 7H20. 

0.001. The final pH wris 6.7. The BDT medium used for biofilm cultivation in the flow 

c r l l  chamber contained 0.296 dextrose and 0.596 tryptone in Bushnrll-Haas minenl 

medium ( Difco). 

Tableau 5.2. Bacterial strains and plasmids. 

Stnirnplrisrnid Descript ion Source or reference 

P. w r i i g i n o s ~ ~  

PGZO 1 

U0287 

U029Y 

E7RP 

E7RP-98 

57RP-gfp 

PI3smids 

pECP6O 

pJB.CS 

k'ild-t'pe (Guern-Santos et al., 1983) 

&hlB derivative of PGZO 1 ; Gmr (Ochsner rt d.. 1994a) 

W t L - t  derivative of PGZ 1 O: G d  (Oc hsner et ul.. 1 9943) 

WîId-type (Dkziel et ul.. 1999b; Dkiel et ul.. 

1996) 

h-hl.4 derivative of 37RP; Kmr This study 

57RP with a mini-TnS-Km-Ti-To- This study 

g/pmutjr-PA cassette h m  

pJB.428 randomly inssrted into the 

chromosome: Kmr 

ori (colE 1 ) on' (P. uemginosul) rhL.Ib- (Prsci et ai.. 1997) 

lucZ tmslationaI îùsion vector. Apr 

Delivsry phsrnid for mini-Tn5-Km- (Andersen cf ul.. 1998) 

,xo3-RBSII-gfj3mut3*-T,~-T1. Apr. 

Kmr 



5.3.3 -2. Biosurfactant production and anal ysis. 

Bacteria ivere cultivated in MSM supplemented with 2% mannitol. AAer six days of 

incubation at 30°C and 200 rpm. the cell-free supematant was analysed. Surface and 

wetting activities were qualitatively compared with the drop-collapsing test (Jain et ai., 

199 1 ) and surface tension was rnrasured by the ring method with a du Nouy tensiometer 

(Fisher Scientific. Toronto. Ontario. Canada). Detemination of biosurfactant production 

on swarm plates was perfonned as follows: rach strain was inoculated on five MSM agar 

plates with 204 mannitol and afier 48h of incubation. the whole content was mixed with 

100 ml of  196 KHCO; (pH 9). incubatrd ovemight at CC.  and centrifùged 10 min at 1800 

x g to remove solids. The supematant was then acidified to pH 4 with concentnted HCl 

and cxtncted three times with 40 ml of ethyl acetate. The organic fractions were finally 

poolrd. drkd and svapontrd. The residue was resuspended in an aqueous solution 

containing 36 b acctoni trile and 4 mlL.1 ammonium acetate. Liquid chrornatognphy/mass 

spectrometry analyses were performed as descnbed previously for rhamnoiipids (Déziel 

ri tif.. 1999b: Dézicl et di.. 2000) rxcept for the scanning mass range which was 

increased from m/z 250-760 to 135-760 in order to better detect the lower molecular 

weight 3-3-hydroxyacyl-3-hydroxyacids ( HAHAs). 

5.3.3.3. Electron microscopv. 

A drop of ivater was deposited on the periphery of a swarming colony. Cells were 

allowed to become suspended for about 1 min, then a Formvar-coated copper _gid was 

Roated on the &op for about 45 S. rinsed in a drop of water, and stained for 15 s with a 

2% aqueous solution of phosphotungstic acid. Sarnples were examined with a Hitachi H- 

7 100 transmission electron microscope. 

5.3.3.4. Biofilm formation assay in polvstwene culture tubes. 

The biotiim formation protocol was adapted from OToole and Kolter ( 1998b) as 

dacribed brfore ( Déziel rr ul.. 200 1 ). Polystyrene 12 x 75 mm tubes containing 0.5 ml of 



MSM (in which the NaNO; was replaced by glutamate) suppleinented with 2% dextrose 

wsre inocuiated with ovemight Li3 cultures and incubated at 35°C without agitation. At 

regular tirne intervals, triplicate tubes were rinsed thoroughly with water and a 1% 

solution of crystal violet was added to stain the attached cells. M e r  15 min at room 

temperature. the tubes were nnsed with water and the biornass of attached cells (biofilm) 

was quantifird by solubilisation of the dye in 2 ml of 95% ethanol. The absorbance \vas 

mrasured at 600 nm with a spectrophotometer. 

5.3.3.5. Biotilrn formation in flow cell chamber. 

.A biotilm composed of both 57RP-gfp and j7RP-98 was cultivated in a flow ce11 

charnber with channel dimensions of 1 by 4 by 40 mm (a kind gift from John Lawrence. 

National Writer Research Instituts. Saskatoon. Saskatchewan. Canada). The flow system 

was assembled and prepared as described by Christensen et al. (1999). The substntum 

consisted of a microscope glass coverslip (50 x 45 mm) (Fisher Scirntific). The flow cell 

was inoculated with equal volumes of ovemight cultures of 57RP-gFp and 57RP-98 

diluteci to an ODacn of 0.2 in BDT medium. AAer inoculation, the medium flow \vas 

stopped for 1 h to allow for substratum colonization then BDT was pumped through the 

tlow crll at 3 constant rate of 0.28 mmis using a klasterfiex (Cole-Parmer) pcristaltic 

pump. The chamber ~ 3 s  incubatrd at 2 I "C for 8 days. 

57RP-98 cells were differentiated from 57RP-gfp cells expressing gfPmut3* by 16s 

rRN.4 in situ hybridization with the eubacterial probe Eub338 (5' GCT GCC TCC CGT 

AGG AGT 3 ' )  labeled with the indocarbocyanine fluorescent dye CY3. which binds to 

both 57RP-gfp and 57RP-98. In siru detection of biofilrn cells tagged with CY3 and GFP 

(S7RP-gfp [yellow-orange]) or CY3 only (57RP-98 [red]) was perfonned by fixing and 

cmbedding of the biofilm. followed by hybridization as described by Christensen et al. 

( 1999). 



The biofilm was exarnined rvith a Bio-Rad Radiance ZOO0 scanning confocal laser 

microscope (SCLM) equipped with an argon laser and standard filter blocks. The laser 

systcm was mounted on a Nikon epifluorescence microscope (Nikon Eclipse E-800) 

rquipped with a 60x. 1.4 numerical aperture oil immersion lens. The SCLM was 

controlled by the Bio-Rad Radiance Laser Sharp system. The microscope stage was also 

cornputer-controlled for .p and r positioning. Cells tagged with GFP appeared in the 

green channel while cells tagged with CY3 appeared in the red channel. Images were 
C 

sampled with the Laser Sharp software and analyzed with Photo-Paint (Corel D n w  Suite, 

version 8.0). 

5.3.4. Results 

5.3 .J. 1 . Swarming requires rhl.4 expression 

We and othen recently reported that P. urnrginosu can mipate over semi-solid agar 

surfices by swarming motility (Déziel n di.. 2001: Kohler et id.. 1000: Rashid et 

Kornbrrg. 2000). Since it was prwiously shown that other bacterial species capable of 

swarming motility require the production of an entracellular wetting agent. we 

investigated whether there is (i relationship between swarming motility and rhamnolipid 

production in P. urrtrginosu. We monitored the P-galaciosidase activity of strain 57RP 

containing a rld.4 '-1ucZ fusion under the control of the rhL-fB promotor. Visual detection 

of rhlAB expression was assayed on MSM swarm plates containing X-gal. We tested the 

replacement of NaNO; by an equimolar concentration of N b C l  as nitrogen source, and 

the addition of excrss iron. Nitrate promotes, whereas ammonium and iron repress, 

rhamnolipid production (Guern-Santos et uL, 1984). Swarming was only observed on 

plates allowing biosurfactant production and this was accornpanied by 3 blue 

pi_gnrntation of the central colony and of the expending tendrils. revealing p-Gal activity 

(Fig. 5.3). Results for iron excess were the same as for ammonium addition (data not 

show).  



Figure 5.3 Wild-type P. doruginosa strain 57RP containing a M A '  4acZ translational fusion 

was grown on MSM swann aga? supplementeâ with Xqal. 

(a) NaN03 as nitrogen source, which stimulates biosurfactant production. (b) NH&I as 

nitrogen source, which inhibits biosurfactant production. Blue pigment indicates 

expression of */A. 

We then investigated whether mutants of P. aemginosa unable to synthesise rhamnolipid 

biosurfactant would be affected in swaming. as was recently suggested by K6hler et al. 

(2000). Three P. aemginosa strains were obtained: a rhlA mutant (strain U0299). a rh1B 

mutant (arain U0287) and the wild-type main ?G20 1 from which both mutants were 

denved. With the swarm medium descnbed by Rashid and Kornberg (2000). a Bacto- 

agar concentration between 0.4 and 0.8% allowed the fornation of a zone of swaming 

rnotility by strain PGZO 1. at every assayed incubation temperature (2 I°C, 30°C and 

37°C). The sarne result was obtained with strain 57RP. in cornpaison. swaming was 

completely abrogated in the rhlA mutant but. unexpectedly. the rhlB mutant was still able 

to swarm (Fig. 5.4). Since rhlA is located upstream of rhlB on the operon, a rhlB mutant 

still has an active rhM gene. These results indicated that rhamnosyltransferase activity, 

hence production of rhamnolipids. is not required for swarming of P. aeruginosa but that 

rhlA is essential. 



Figure 5.4 Swann plate incubateâ for 24h at 30°C. 

P. seruginosi PG201 is a wild-type strain, U0287 is a rhlS mutant and U0299 a rhlA 

mutant. Under these conditions, swarming colonies formeci by this sttain are concentric 

rather than dendritic. 

We also examined the two other known types of motility in P. ueruginosa. Flagella- 

dependent swimming on 0.3% agar and type-IV pili-dependent twitching on a 

polystyrene surface under 1.0% agar were not affected by inactivation of rhL4. Growth 

patterns of U0199 and 57RP-98 (a rhM mutant of strain 57RP) were identical to the 

wild-type strains. indicating that the rhlAB operon is only involved in swanning (data not 

show-n). 

5.3.3.2. Involvement of rhlA in the ~roduction of a novel biosurfactant. 

The secretion of anionic biosurfactants. such as rhamnolipids. is revealed by the 

formation of a dark blue halo around colonies growing on SW Blue agar plates 

(Siegmund et Wagner, 1991). Intcrestingly, the rhlB mutant produced a small halo on 

these plates. suggesting that the cells released anionic amphiphilic compounds other than 

rhamnolipids. Significant surface activity was detected in the extracellular fluids of 

strains PG20 1 and UO287 cultivated in a liquid medium designed to promote the 

production of rhamnolipids (Table 5.3). 



Tableau 5.3 Properties of studied P. aenrginosa strains and biosurfactant mutants. 

Stnin Size of Halo on Foaming Cellulrir Drop Surfice tension 

Swrirrning SWBlue  ofliquid aggregsition colltipsingtest ofsupernatrint 

zone agar plates cultures* (clumps)* on (mN!m)* 

supcrnatrint* 

PGZOI (wild- rt T+- -++ T A  38 

type) 

UOt99 (rhlA-)+ + 5 9 

UOZY 7 (rhlB-) + - .-+& 29 

S7RP (wild-type) -++ +-tt t t t  ++ 35 

57RP-98 (rhIA-) t 62 

T e l l s  wcre cultivated for six days ar 200 rpm and 30°C in MSM with 2% mrinnitol. 

trhl.4 mutants do not cxprcss RhlB. 

A positive hop-collapsiny test and a surface tension below 40 mNim usuall y dcnote the 

presence of surface-active agents. Analysis of the supernatanis by liquid 

chromatographyimass sprctromrtry showed that PGZO 1 produced the usual mixture of 

about twenty different rhamnolipid congenen (Déziel rr ul.. 1999b: Déziel n al.. 2000). 

the main ones being L - r h a m n o s y l - L - r h a m n o s y l - 3 - h y d r o x y o c t a n o y  

and L - r h a m n o s y l - L - r h a m n o s y l - 3 - h ~ y d e c r i n o ~ c a n o t e  (data not shown). 

The malysis also revealed that Iow concentrations of a variety 3-hydroxyacyl-3- 

hydroxyacids (HAHAs) corresponding to the fatty acid moieties of rhamnolipids were 

concurrently released by the wild-type stnin (Fig. 5.5). Whereas there was no trace of 

rhamnolipids or 3-hydroxyfaity acid dimers in the supemaiant of the rhf.4 mutants 

(U0299 and 57RP-98), the rhZB mutant was still producing HAHAs (Table 5.4). We then 

checked directly for biosurfactant release on swarm plates. Extraction of the whole 

content of MSM s w m  agar plates, afier removal of the cells, confirrned that PG2Ol and 

U0287 (Table 5.4) also produced HAWs under these growth conditions. These results 

indicate that rhlA is required for the synthesis of this mixture of extracellular amphiphilic 

Iipids displaying tensio-active properties. Thus. HAHAs represent a new class of 

biosurfaciants released by P. uertrginosu besides rharnnolipids. 
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Figure 5.5 Representations of typical (a) rhamnolipid (L-rharnnosyl-L-rhamnosyl-3- 

hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoate) and (b) aeruwettin (3-hydroxydecanoyl-3- 

hydroxydecanoic acid) isorners. 

Tableau 5.4. Quantification of biosurfactant (rhamnolipids and aeruwettin) production by 

liquid chromatographylmass spectrometry. 
. - . - - . - . . . .- . . . - -- 

Rhamnolipids ( m u  L) Fany acid dimers (mg L) 

Strains Liyuid culture* Agar platest Liquid culture Agar plates 

PG20 1 ( wild-type) 2738 S 5 11.7 0.6 

U0299 (rhl.4-) O O O O 

UOZS7 (rhlB-) O O 135.2 4.3 

*Cells were cultivated tor six days at 30°C and 200 rpm in MSM supplemented with 296 mannitol. 

+The whole agar content of five M S M  swarm plates was extncted afier 48 h o f  growth. 

5.3.4.3. Requirements for swarming 

Examinations by Iight and electron microscopy showed that most PG201 cells smpled at 

the edge of swarming zones were elongated (average length 3-33  p) whereas normal 

cells length \vas between 1 .j and 2 p. Rashid & Komberg (2000) and K6hler et ul. 



(2000) also observed that differentiated swarm cells were about twice as long. However, 

less than 5% of the cells were elongated in a U0299 colony on swarm agar and in a 

PG20 1 colony on MSM swarm agar with N b t  or arginine as nitrogen source (inhibition 

of biosurfactant production). implying that differentiation of P. ueniginosu into swarming 

cells does not depend uniqurly on the right viscosity of the medium. 

To verify that surface conditioning was in fact the missing activity in the rhL4 mutant. we 

investigated whether the presence of surfactants could promote swarming of U0299. 

Addition to swarm agar plates of Triton X-100 or supematants of PGZOI. or U0287. 

cultivated in liquid swaming medium (thus containing HAHAs and rhamnolipids) did 

not ailow swarming of the rhl.4 mutant. Before swarming cells actually began to migrate 

on the surface of the agar. we always observed a transparent halo of fluid around the 

swarming colonies resulting from the release of the wetting agents. as also reported by 

Rashid Sr Kornberg (2000) and K6hlrr el ul. (2000). We therefore inoculaird U0299 

near PG?O I on a swarm piate (distance of 2-3 cm) in order for the rhl.4 mutant colony to 

reside in the zone containing the biosurfactants released by the wild-type strain. but no 

swanning was induced. Finally, swarming of the rhL4 mutant U0299 could be restored 

when it was CO-inoculated with the rhlB mutant UO287 into a single colony on a swarm 

plate. ARer X h  of incubation at 30°C. cells were sampled at the mipt ing e d g  of the 

swaming colony and enumented on SW Blue agar. Nearly equal numbers of each strain 

was detected. indicating that the rhlB mutant had restored the ability of the rhl.4 mutant to 

swarm and that they had CO-migrated. A similar complementation was also achieved by 

PG20 1. 

5.3.4.4. rhlAB ~ l a v s  a role in biofilm maturation 

It has been suggested that swarming motility could be linked to biotilm formation 

( Fraser et Hughes. 1999: Moms rt ui., 1999). Investigation of biofilm formation in static 

cultures by the wild-type stnin PGZOl and the mutants U0299 and U0287 showed that 

cellular adhesion is influenced by the expression of rhL4B (Fig. 5.6). Under these 



rxperimental conditions. biofilms genented by the rhl.4 mutant U0299 and rhlB mutant 

U0287 contained respectively 33 to 50% and 14 to 1 8% more biomass than the wild-type 

biofilm. suggesting that biosurfactant production prevents adhesion or promotes dispersal 

of cells fiom biofilm. 

90 270 450 
Tirne (min) 

Figure 5.6 Comparison of biofilm formation. 

Cells were incubated in polystyrene tubes at 35OC without agitation. At the indicated time 

intervals, triplicate tubes were rinsed and stained with crystal violet. The arnount of 

stained cells was then quantified by spectrophotometry (ko) after solubilizing the dye in 

ethanol. This experiment was repeated twice with essentially the same results. Enor bars 

represent the standard deviation. 

We also investigated at the cellular Içvel the composition of a biofilm formed in a 

continuous-tlow cell by the fluorescent P. uenrginosu 57RP-gfj3 and the rhlA mutant 

57RP-98 grown together (Fig. 5.7) (A.-M. Donetti. E. Déziel and R. Villemur, Abstr. 83. 

American Society for Microbiology Conference on Biofilms, 2000). Quantitative analysis 

of cells of each stnin at V ~ ~ O U S  depths in the biotilm showed that the wild-type strain 

was more abundant at the surface of the biofilm than the rhL4 mutant. In contrast, the 

latter aas predominant near the substratum (Table 5.5). Furthemore, enurneration of 



bacteria in the effluent of the flow ce11 chamber showed that more wild-type than rhU 

mutant cells were released fiom the biofilm. These results suggest that that rhlAB plays a 

cntical role in the distribution of bacteria into, and dispersion away from, the biofilm. 

Figure 5.7 Horizontal section obtaineâ by confacal microscopy of a Mofilm showing SRP- 

gfp ceYs (wild-type 57RP expmsing GF P) and RRP-9û cells (rh/A]- 

All cells a n  kbeIW with the fiuonscant nd âye CY3. RRPgfp celb appear yrllow and 

VRP48 cells appear red. 



Tableau 5.5. Ratios between the number of 57RP-gfp (GFP-tagged wild-type S7RP) and 

S7RP-98 (rhlA') cells in a 8 days-old biofilm formed in a continuous flow chamber. 

Ratio 57RP-gfp : j7RP-98 

Base of biofilm 1 .O : 4.0 

Middle of biofilm 1 .O : 1.9 

Surface of biofilm 2.4 : 1 .O 

Effluent from the flow-ce11 5.0 : 1.0 

57RP-gfp and 57RP-98 cclls werc counted rit three d i t h e n t  depths: the base (2  pm above the 

substntum). thc middlc (16.5 ym) and thc surface (21.5 pm) o f  the 25.5 pm-thick biofilm. In each 

scction. cclls tvcrc enumcrmd in three ditkrent tields and the avcnge  count was determincd for each 

sttain. Ratio bctwxn S~RP-&J and 57RP-93 cells wris dso determincd in the etnuent o f  the tlow cell 

b~ counting colonies of crich strdin on TSX plates tbith 100 p g m l  krinrimycin ris ditTcrcntial agent. 

53.5. Discussion 

In this study. we investigated the involvement of biosurfactant production on swarming 

motility of P. wnrginosci. Wr found that rhamnolipid biosynthesis is not required for 

swarming but that expression of the rhL4 gene is nrcded. Analysis by mass spectrometry 

showd that P. urniginosu produces anothrr class of extncellulsr amphiphilic lipids 

displaying tensio-active propenies brsides rhamnolipids. Moreover. HAHhs are 

produced in larger amounts in mutants whçre the rharnnosyltnnsferase 1 (RhlB protein) 

is inactivated and rhL4 is expressed than in the wild type. Srrruiiu nibidueu. which is also 

capable of swarming motility. similûrly produces in panilel two types of surface-active 

extracellular Iipids: rubiwettin RG 1. a mixture of glycolipids. and rubiwettin RI.  a 

mixture of its glucose-frec fatty acids counterpart (Matsuyama rf di.. 1990). With the 

drop-collapsing test. breakdown of the drop was more npid and spreading slightly more 

extensive with the supernatant of U0287 than PG20 1. Accordingiy. surface tension 

rnrasurement of the supernatants showed that the mixture of K4HAs alone can decrease 

the surface tension lower than the biosurfactants of PG201 (Table 5.3). even if .  on a 

weight basis. thry are 20 times Iess abundant than rhamnolipids (Table 5.4). These 



observations. similar to what \vas reported for rubiwettin RI .  indicate that these HAHAs 

are powerful wctting agents and hence they were named aeruwettin. 

The fact that aeruwettin was nlso obsrmed in cultures of the wild-type stnin indicate that 

its relrasr by the rhlB mutant is not simply a result of overproduction. but nther that this 

biosurfactant is natunlly produced by this bacteria. P. ueniginosu stnin 57RP (Diziel er 

irl.. 1999b: Dkiel Cr  ul.. 2000) also releases aemwettin (F. LCpine. E Déziel. S. Milot and 

R. Villemur. unpublishcd results). Our results suggest that rhl.4 is required for swarming 

motility through its involvement in the production of acmwettin. 

.-\lthough it is presumcd to br  pan of the rharnnosyltnnsfense 1 complex. the exact 

îûnction of ritl.4 is unknown. .A role for the RhlA protrin in rhamnolipid precursor 

biosynthesis had pre~iousl y been proposed. but not demonstnted (Ochsner et al.. 1 W h ) .  

Our results indicrite tliiit rhl.4 is involveci in the synthtrsis of HAHAs. which may br 

directiy released as ncruwettin or coupled to rhamnose by the rharnnosyltnnsfense 

encoded by rhlB to produce rhamnolipids (E. Déziel. F. LCpine. S. Milot and R. 

Villemur. unpublishrd resul ts ). 

5.33.1- Biosurf;ictant production. swanninu motilitv and biofilrn maturation 

mav be relateri phenornena 

Likr othcr virulencejsun.ival factors of P. urniginosu. production of rharnnolipids and 

apparently. arruwettin. is controlled by a quorum-sensing regdatory circuitry (Van 

Delden et lglewski. 1998). Elevated cellular densities necessarily associated with 

quorum-sensing are only nrely found in the naniml environment. such as in biofilms. In 

P. ueniginosu. flagella and type IV pili are required for both normal biofilm development 

(OToolr et Kolter. 199Sa) and swming motility (KohIer et ul.. 1000). Interestingly, 

s\varming appears to represent an intermediate between swimming and twitching, the 

latter being also a form of social motility depending on quorum-sensing (Glessner et al.. 

1999) and requiring cd-to-ce11 contact (Semmler et ul. 1999). 



Swarming bactena usually require two physiological adaptations for swarming to occur : 

[ I ] differentiation into r longated and mu! ti-flagcllated ceils. presumsbly largel y 

dependent on the viscosity of the environmenr. and [2] secretion of wètting agents. which 

is influenced by the nutritional conditions (Fraser et Hughes. 1999: Givskov et (il.. 1998: 

Harshey. 1 991). h biofilm environment apparent ly tuIfils a11 requirements for swarming: 

a spscific viscosity resulting from the presence of the èxopolysaccharide which forms the 

matrix of the biofilm. and an ekvated cell drnsity allowing induction of the rhl quorum- 

sensing system and expression of rh1.M. 

This combination of facts prornprcd us to invrstigatr the sffect of biosurfactant 

production on biofilm formation. Surface attachmcnt was clsarly affected by the 

inactivation of rhL-lB and the differencr. while rrlatiwly small for the rhiB mutant. was 

aatistically sipificant and highly reproducibls. Rrsults from the flow-crll expenments 

indicate that biosurfactants intluence the location of P. cieniginu.su cells in a biofilm and 

that this could be attributcd to differences in the ability of cells to disseminate away from 

the biofilm. This is not surprising sincr microbially-produced surface-active molecules 

are largel y known to influence interactions of microorganisrns with surhces (Neu. 1 996). 

Examplcs of inhibition of microbial adhesion by biosurfactants have been reported 

( Busscher ut ai.. 1 997: Velneds et (11.. 1 996). 

5.3.5.2. Biosurfàctant production and differentiation into stvarming cells are 

not separate events 

It appears fiom Our results that P. aeruginosu will only differentiate into swaming cells 

if the growth medium has an appropriate viscosity and rhl.4 is effectively transcribed. 

Rescuing of the swarming ability of the rhL4 mutant required very close presence of cells 

expressing rhl.4: biosurfactant-containing supernatant or conditioning of the agar surface 

was not sufficient. This suggests that direct cell-to-ce11 contact from rhL4 expressing cells 

rnay be required. maybe because the activity of the RhlA protein modifies the outer 



surface of the ccll, or its immediate surroundings. This question will require further 

investigation. 

5.3.5.3. The nutntional status rerulates swarmins 

Clearl y, biosurfactant synthesis. and thus swarming, are direct1 y influenced b y the 

nutritional environment of the cells. Rhamnolipid production and swarming are inhibited 

by the presence of NH4'. glutamine. asparagine or arginine as nitrogen source. and 

promoted by NOi-, glutamate or aspartate (Kohler ri ai.. 2000: Mulligan et Gibbs. 1989: 

Venkata Ramana et Karanth. 1989). This is especially interesting whcn it 1s recognised 

that. among al1 amino acids. the best chemoattractants carry a nitrogen-containing group 

on their side chain (Gln. Asn. hrg). whereas their counterparts without nitrogen group 

(Glu. Asp) elicit the weakest chernotactic responsr ( Kuroda et ti1.. 1995). Since N k '  is 

preferred over NO,' as a source of nitrogen. it appears that lrss attractive nitrogen sources 

promote biosurfactant production and swaming. Furthemore. the observation that 

excess iron prevented swarming suggests that unfavourable nutritional conditions in 

genenl may elicit swarming motility as a means to find a new niche with more 

favourable nutrient supplies. Intrrestingly. many studirs have show that starvation 

inducrs detachment of cells from biofilms (Delaquis rr (11.. 1989: Sawyer et 

Hermanowicz, 2000). 

Mulligan and Gibbs ( 1989) have found that a direct relationship exists between enhanced 

rhamnolipid production and increased glutamine synthetase activity. Synthesis of this 

enzyme, which is upreglated under nitrogen-limiting conditions. is controlled by the 

RpoN sigma factor (2": (Totten et <ri.. 1990). It is noteworthy that 6'' is also required for 

transcription of the rhl.4B genes (Ochsner et uL, 1994a) and the synthesis of pili 

( Ishimoto et Lory. 1989) and flagella (Totten et al.. 1990). but only a few other virulence 

factors. These observations offer further evidence that biosurfactant production is closely 

related io motility and biofilm development. probably reflecting a genenl role in survival 

of P. wniginosu in the natunl environment and not only as a virulence factor. 



5.3.6. Conclusion 

Althou& rhamnolipids have been studied for many decades. their actual ph ysiological 

function in P. orniginosu is still ambiguous. Xctivities attnbuted to thess extracellular 

rlycolipids include: [Il promotion of groowth on hydrophobie substrates. especiall y liquid - 
n-alkanes (Beal et Betts. 2000: Ochsner n dl.. 19943). and it was suggested that this may 

rissist in the utilization of long-chain fatty acids as sources of carbon Ni viiw (e.g. in the 

lungs of cystic tibrosis patients). [2] solubilisation of the phospholipids of lung 

surfactant. making thrm more accessible to cleavage by phospholipase C (Kurioka et Liu. 

IV67). [3] htat-stable hemolysins (Johnson et Boese-Marnno. 1980). [-Il antibacterial. 

mycoplasmacidal and antiviral activities ( Lang et Wagner. 1 993). [5] inhibition of normal 

macropha_re function (McClure et Schiller. 1996). [6] stimulation of the release of 

cytokines from ainvay epithelial cells ( Bedard rr ul.. 1993). [7] interference with normal 

ciliary hinction. inhibitinç functionai cilia of nbbit tncheal epithelium and slowing 

human ciliary beat fkequency (Hinglry et dl.. 1986: Read et al.. 1991). and [Y] mucus 

$1 yoconj ugatr secretasopes ( Somervi lle t.r al.. 1 991). 

We report here the production of a novel class of biosurfactants in P. urnrgino.so. Since 

aeruwettin is concurrently producrd with rharnnolipids, and oeen CO-extncted in the 

purification process. it is likely that many studies about rhamnolipids actually included 

this other biosurfactant. Although aeruwettin done seemed suficient as a wstting agent 

for conditioning the surface for swarminp motility. the wild-type s a i n  always produced 

larger swanning zones than the rhlB mutant (Fig. SA),  indicating that rharnnolipids assist 

in the swarming process. 

The capacity for surface colonising mi-ption is increasingly recognised as a widespread 

trait in rubacteria (Fraser et Hughes. 1999: Harshey. 1991). The multicelluiar and CO- 

opentive nature of s~vaming clearly associates this phenornenon with the natural 



propcnsity of micro-organisms to form biofilms (Eberl rr ui., 1999). Our results support 

an involvement of biosurfactant production and s w m i n g  motility in biofilm maturation. 
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CHAPITRE 6. BIORÉ.~TEURS DEUX PHASES LIQUIDES 

6.1. MISE EN CONTEXTE 

La très faible biodisponibilité de certains polluants hydrophobes comme les HAP 

représente un obstacle majeur i l'atténuation naturelle. à la mise au point de procédés de 

biorestauntion efficaces et méme à l'&de en laboratoire de la biodégradation de ces 

composés. Dans cet optique. le Groupe de microbiologie de l'environnement de I'INRS- 

Institut Armand-Fnppier. au sein duquel ce travail de doctorat a été effectue, a décidé 

d'explorer la technique innovatrice des bioréacteun à deux phases liquides (BDPL). 

Nous avons publii une revue de la littérature pertinente afin de faire le point sur la 

question et de favoriser l'optimisation du procédé. Certains des tnvaux réalisés sur les 

BDPL par les étudiants candidats à la maîtrise José Marcoux. Amine Benachenhou. 

Ëmilir Griuthier et Marco Lainesse. et auxquels j'ai activement participé (voir .Annexe). 

ont titi! publiis (Marcoux rf  ul.. 1000: Villemur rt ul.. 2000). 

Cet article a kgalement prmis de faire le point sur Ma t  des connaissances au sujet des 

stratégies mises de l'rivant par les micro-organismes pour accéder aux substrats 

hydrophobes. II est apparu ivident que les recherches sur cette question avaient 

thonnement diminuis dans les annees suivants la crise du pktrole (milieu des années '70) 

pour reprendre -rgduellemrnt à Ia fin des années '90 avec la popularité croissante de la 

biorestauration. 

L'article cl est une synthèse bibliographique publiée en 1 999 dans Biodegrudution. vol. 

10 p. 219-233. Elle a ite rédigée avec l'objectif principal de faire connaître cette 

approche innovatrice au gens intéressés par le domaine de la biorestauntion. et d'en 

favoriser l'utilisation par les microbiologistes. 



6.2. ARTICLE #4 : TIVO-LIQUID-PHASE BIOREACTORS FOR ENHANCED 

DEGRADATION OF HYDROPHOBIC/TOXIC COMPOUNDS 
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Two-liquid-phase culture systrms invoive the addition of a water-immiscible, 

biocompatible and non-biode-pdablc solvent to enhance a biocatalytic process. Two- 

liquid-phase bioreactors have been used since the mid-seventies for the microbial and 

enzymatic bioconvrrsion of hydrophobic!toxic substntes into products of commercial 

interest. The increasing popuiarity of bioremediation technologies suggests a new area of 

application for this type of bioreactor. The toxicity and the limited bioavailability of 

many pollutants are important obstacles that must first be overcomr in order to improve 

biodegadation processes. Two-liquid-phase bioreacton have the potential to resolve both 

limitations of biotreatment technologies by the enhancement of the mass-tnnsfer rate of 

compounds with low bioavailability. and by the controllrd delivery of apolar toxic 

compounds. This trchnology can also bc uscful to accelente the enrichment of 

microorganisms degmding prob lematic pollutants. In this paper. we discuss the 

application of two-liquid-phase biorerictors to enhance the biodegndation of toxicipoorly 

bioavailable contaminants. Important rnicrobial mechanisms invoived in this type of 

systern are described. Lrptake of the substntes can be ûchievcd by microorganisms freely 

disprrsed in the aqurous phase nnct'or bound at the interface benveen the aqueous and the 

immiscibk phûxs. Production of surface-active cornpounds and adhesion abilities are 

microbial fratures involved in the process. General pidelines for the design of two- 

1 iquid-phase bioreactors for biodegadation purposes are presented. Solvent selection 

should be establishrd on specific criteria. which depend on the characteristics of targei 

compound(s) and the microorganism(s) implicated in the biodepdation process. The 

centnl importance of maximizing the interfacial surface area is highlighted. The potential 

of this approach as an alternative to current biotreatment technologies is also discussed. 

hbbreviations: NAPL. non-aqueous-phase liquid: PAH. pol yc y lic aromatic 

hydrocxbon: TLPB. hvo-liquid-phase bioreactor: TLPS. hvo-liquid-phase system. 



6.2.2. Introduction 

Bioremediation. the biodegradative removal or reduction of hazardous pollutants. 

represents an increasingl y popular application and active area of research in 

biotcchnology (Alexander. 1 994). A wide variety of bioreactor technologies have been 

dcveloprd for the treatment of solids. liquids and gasrs contaminated with multiple 

organic compounds (Cookson. 1995). The main advantage of bioreactors is that 

physicochemical conditions cm be controlled and optimizcd. in order to enhance the 

activity of microorganisrns. They are mainly usrd for complex contamination cases. but 

their associated high costs and limited treatment sfficiency for some toxic/hydrophobic 

çompounds sorneiirnes limit their usefulness. 

Two-liquid-phase bioreacton have bern usèd sincr the mid-seventies for the microbial 

and tnzynatic bioconvcrsion of hydrophobicitoxic substrates into products of 

commercial significance (Funihashi et ul.. 1986: Schwartz et McCoy. 1977: Wubbolts et 

dl.. 1996). Rrcently. there has ben increasing interest in the application of two-liquid- 

phase bioreactors to enhancr the biodr-adaiion of organic cornpounds of environmental 

relrvance ( Ascon-Cabrera et Lebeault. 1993: Jimenez et Bartha, 1996; Vanneck et dl., 

1995). 

Usually. two-iiquid-phase systems consist of an aqueous phase and a water-immiscible 

liquid phase presrnt in excess of mutual saturation (special situations such as 

aqueous/aqueous or organic!organic systems will not be considered in this chapter). 

.\lthough they are ofken referred to as biphasic cultures, at least four phases are actually 

present in this type of systern: hydrophobie phase. aqueous phase. gas phase. and cells 

(van der Meer et d.. 1991a). The expressions {ttwo-liquid-phase» systems (TLPSs) or 

bioreactors (TLPBs) are. therefore. used in the text, 

TLPBs can be divided in bvo categories (Erickson et ul.. 1969). The fint category 

encornpasses systems where the water-immiscible liquid is the substnte for the 



microorganisrns. This includes: [Il industrial processes for the biotransfomation of 

poorly-soluble substrates into products of interest. e.g. petroleurn hydrocarbon 

fermentations for the production of single-ce11 proteins (Amin et ul., 1973: Sheenan. 

1984): and [?] biosynthesis of value-added chernicals from compounds like n-alkanes 

( Favre-Bulle er <ri.. I 99 1 : Preusting et uL. 1 993) or other lipophilic substrates ( Harbron et 

tr l . ,  1986: Williams e't d.. 1990). 

In the second ca tcory  of TLPB. the non-aqueous-phase liquid (NAPL) is not the 

substnte but is addrd to the bioreactor to rnhance a process. The NAPL acts as a non- 

biodrgraadaablr and biocompatible liquid phase reservoir in which apolar organic 

substntcs are dissolved. Such a systrm has three different arens of application: 

( i )  The NXPL may bc added to the bioreactor to continuously remove ihc end- 

products of a biotcinsformrition process. This clin alleviate a decrctrise in 

productivity due to product-induced ferdback inhibition or toxicity. and facilitate 

downstream product rrcovery. This proccss is callrd extractive fermentation (or 

biocatal ysis) ( Daugulis. 1 991: Freernan rt ul.. 1993): 

( i i )  The N.-\PL may be introduced in the bioreactor to control the aqueous 

concentration of 3 toxic. low polarity substrate. In this situation. the hydrophobic 

phase acts as a resrn-oir for controlled delivrry of the inhibitory compound to the 

aqueous phase where biocatalysis occurs (cg.  Collins et <II . ,  1995: Tsai et ol.. 

1 996): 

( i i i )  Finally. the bcst known application of TLPBs is the addition of a NAPL to 

rnhance the biotnnsformation of a waier-insoluble substnte by increasing its 

bioavailability to biocatalysts (Nikolova et Ward. 1993: Van Sonsbeek et al. 

1993). 

The last tno applications of TLPBs (partitioning of toxic and water-insoluble substrates 

by the addition of an inert NAPL) have been used both in bionzinsformation processes for 



the synthesis of industrial chemicals luid for the complete biodegndation of compounds. 

e.g. organic pollutants. 

There are numerous publications concrrning research work on TLPBs in the conteat of 

biotechnological production processes. and this topic has been extensively reviewed 

(Brink et Tramper, 1985: Brink et al., 1988: Daugulis, 1997: Lame et al.. 1987: Lilly et 

dl. .  1957: Nikolova et Ward, 1993: Van Sonsbeek et uL. 1993). The purpose of this paper 

is consequentl y not to address this area of application but rather to present a review of the 

litenture in which this technique has been used in biodegradrition/biotreatment processes. 

We discuss the following points: [Il the specific microbial mechanisms involved in 

TLPSs. [Z] the use of TLPBs to enhance the biodegndation of toxiclpoorly bioavailable 

compounds. [3j  the panmeten that should be considered in the design and optimizetion 

of TLPBs in biotreatment situations. and [4] the potential of this approach as an 

alternative to current biotreatment technologies. 

6.2.3. hlicrobial mechanisms involved in TLPBs 

Enckson et al. ( 1969) were the first to descnbe growth models for TLPSs where the 

growth substrate is dissolved in an inert dispersed phase. They, and others (e.g. Woodley 

rr uL. 1991 ). have indicated that in this type of system the reaction can take place [Il 

uniformly throughout the aqueous phase afier diffusion or solubilization of the substnte, 

and [2] at the liquid-liquid interface by direct attachrnent to the immiscible solvent phase 

(Figure 6.1 ). Therefore. understanding and predicting microbial growth behavior on 

water-insoluble (and toxic) chemicals in TLPBs depends on the location of the reaction. 

Surface-attached microbial cells may utilize the substrate directly fiom the water- 

immiscible phase. while cells that grow only in the aqueous phase take up dissolved or 

pseudosolubilized substrate from the aqueous medium (Miun et ul.. 1977: Nakahan et 

<il. . 1977). .As discussed by Westgate et al. ( 1995), these two mechanisms are difficult to 

distinguish eaperimentally because an increase in interfacial area will increase not only 

the sudace for cell contact but also for difisional mass-transfer rate. 



3 undissolved substrate 

- 
Figure 6.1 Physico-chemical and biological mechanisms implicated in TLPBs. 

[A] Oissolution of hydrophobicltoxic compounds in the NAPL, [BI Partitionhg of the 

molecules in the aqueous phase and uptake by microorganisms in suspension. [Cl 

Interfacial uptake of the substrate by adhering microorganisms. [Dl Production of surface- 

active and solubilizing substances. 

Three modes of uptake of poorly water-soluble substrates by microorganisrns are 

pnerally considered (Goswarni et Singh, 199 1 : Huang et Chou, 1990: Nakahara et uL, 

1977). In the first mode. only the substrate dissolved in the aqueous phase is bioavailable 

and the degradation rate depends on the mass-tnnsfer rate fiom the nonaqueous to the 

aqueous phase. This is the mode1 generally accepted for solid compounds such as low 

rnolecular weight polyaromatic hydrocarbons (Volkering et al.. 1992: Wodzinski et 

Coyle. 1974) but considered not to concribute sigiificantly to growth on insoluble 

substrates. such as long chain (>Cl:) alkanes (Erickson et Nakahara. 1975: Singer et 

Fimrrty. 1984). In TLPBs, biode_mdation ntes of compounds dissolved in NAPL are 

often higher than partitioning ntes fiom nonaqueous to aqueous phases (Bouchez et uL, 



1997b: Efroyrnson et Alexander. 1991: Efroymson et Alexander, 1994: Labare et 

Alexander. 1993: Onega-Calvo et ul.. 1995: Osswdd ef al.. 1996). This indicates that the 

maximum biodegndation rate of compounds present in NAPLs c m o t  be predicted from 

their dissolution rate. Consequrntly. growth in TLPSs will be best described by the next 

two uptake mechanisms where microbial gotvth and activity increase the bioavailability 

of the NAPL-dissolved substrate. 

In the second uptake mode. cells corne in direct contact with the NAPL. A biofilm rnay 

develop at the interface (Marin et al.. 1996: Rosenberg, 1989), and microorganisms 

acquire the substrate by tnnsfer near the point of contact through their membrane 

(interfacial uptake). The way by which attached crlls acquire their substnte from the 

NAPL is still obscure. Nevrnhelcss. i t  may simply be that substnte concentration is 

highrr in the aqueous phase near the interface. Crll adhesion onto surfaces is known to 

drpend on the culture medium. culture conditions and the physiological activity of the 

cells (Rosenberg. 1991 ). For somr microorganisms. cell attachent is of great 

signiticancr and even a prerequisite for substrate uptake. Non-adhesive mutants of 

alkane-degrading bacteria could not grow on hsxadecane (Rosenberg et Rosenberg, 

198 I ). Initial adhesion is due to nonspecific hydrophobic interactions (Singer et Finnerty, 

198-1). Crll surface hydrophobicity correlates well with the ability to adhere to surfaces 

(Van Loosdrecht et ul.. 1987a: Vanhaecke et uL. 1990). Bell (1973) found that when long 

chain fatty acids dissolved in pristane were used as carbon source. the growth of C. 

irr~picdis having a hydrophobic surface was improved. but that of Succharomyces 

crreiisiue having a hydrophilic surface was unaffected. It has been demonstnted that 

crlls cultured on hydrocarbon or oil surfaces become more hydrophobic than cells 

uowins on soluble substntes (Ascon-Cabrera et Lebeault. 199Sb; Gutierrez et Ecickson, 
C 

I Y 77: Neufeld et uL. 1980: Ng et Hu. 1989). Likewise. many studies showed a decrease 

in the nurnber of crlls in the aqueous phase and an accumulation of cells at the interface 

( Efroynson et .Alexander. 199 1: Jimenez et Bartha. 1996: Vanneck et al., 1995). In a 

TLPB where panftin oil \vas added to enhance the biodegradation of pyrene. bacteria 



collrcted at the interface minenlized pyrene 8.5 times faster than kee cells from the 

aqueous phase (Jirnenez et Bartha. 1996). Under certain circurnstances, preventing the 

adhesion of microorçanisms to liquid hydrocarbon substrates by a surfactant suppresses 

their activi ty. For example. the nontoxic surfactant Triton X- 1 00 suppressed the adhesion 

of an .4rdirubocrrr stnin to heptarnethylnonane containing the p w t h  substrate 

hexadecane. preventing i ts biodegradation ( Efroymson et Alexander, 199 1 ). 

Finall y. in the third uptake mechanism. microorganisms produce surface-active 

compounds causing the formation of small (less than 1 p) droplets (emulsification) or 

micelles (pseuciosolubilisation) that are directly assimilated. The production of 

surfactants and srnulsifiers by microorganisms growing on liquid hydrocnrbons is well 

documented (Drsai et Banat. 1997: Hommcl. 1990). However. the exact mechanism by 

uhich the producing microorganisms take advûntage of this ability is poorly understood. 

Ernulsification of the NXPL is sometimes encouniered in TLPBs. suggrsting that 

microorganisms are producing surface-active agents. The presence of adherent microbial 

cells at the surface of oil droplets also stabilises emulsions by preventing coalescence 

(Erickson et Nakiihara. 1975: Rosenberg. 1989). Ascon-Cabrera % Lebeault (Ascon- 

Cabrera et Lebeault. 1995b) rittributed the increase in the interfacial area between the two 

liquid phases during a culture. caused by the formation of an emulsion. to a reduction in 

the interfacial tension. Osswald et al. ( 1 996) observed that bacterial activity increased the 

rate of styrene partiiioning in a TLPB. From the biodegradation rate that was higher than 

the partitioning rate and by a similar brhavior when a synthctic surfactant was added, 

they deducrd that the bacteria were releasing solubilizing agents. In addition, surface- 

active compounds retained on the ceil surface could be involved in the regulation of 

microbiûl surface hydrophobicity, further linking the second and third uptake modes 

(Neu, 1996). 

.\II tluee uptake mechanisms may happen consecutively or simultaneously in a culture 

system. depending on the properties of rnicroorganisms. the type of substrate. and growth 



conditions. A growth mode1 can be descnbed by the following sequence of events 

( Ascon-Cabrera et Lebeault. 1995b: Ortega-Calvo et Alexander. 1 991: Prokop et al.. 

1972): [ 1 ]  at low ceIl density. gowth occurs on the dissolved substrate portion: [2] while 

biornass and substnte requirements are increasing, cells become more hydrophobic and 

adherent andror the more adherent cells are located near the interface where the substrate 

is more abundant: [3] cells grow as a biofilm covenng the available surface on large 

NAPL droplets. consuming the substnte from the inert resewoir solvent: [4] groowth in 

the continuous phase slows down because of the decreasing mass-tnnsfer rate resulting 

from the depletion of the content of droplets: [j] the increasing number of cells at the 

drop surface and the production of surface-active substances give rise to a reduction in 

interticid tension. which Isads to the srnulsi fication of the NAPL and an increase in the 

interfacial rirra for growth and rnass-transfer. In some cases. the rmulsification and 

solubilization of the NAPL result in the formation of subrnicron droplets or 

pscudosolubilisation into micelles (Chakravany a uL. 1975: Goma et ul.. 1974: Velankar 

ur uL. 1975) that are npidly consumed: and finally [6]  cells corne off the depleted NAPL 

droplets and colonize fresh solvent droplets (Rosenberg. 1989). 

.A spsciril situation is encountered with toxic apolar substrates. since both crnulsification 

and interfacial contact may have inhi bitory rffects on rnicrobial xtivi ty. Nevertheless. as 

discussed in the section ((Design of TLPBs for biodegndation purposes) 

toxicity problems can be rivoided with careful selection of the solvent and panmeten of 

biorex tor opentions. 

In summary. microbial growth and activity in TLPBs increase the interfacial area 

benveen the two liquid phases. and this in tum promotes the mass-transfer rate of 

hydrophobic substntes fiom the NAPL to the aqueous phase. increases the surface 

available for attachrnent and ultimately improves bi~de~gadation rates. 



6.2.4. Use o f  TLPBs to enhance biodegradation of  toxidpoorly bioavailable 

compounds 

6.2.4.1. Rationale 

Biological treatment of hazardous wastes and pol luted emuents is an increasingl y 

popular alternative to traditional physico-chemical and thermal technologies (Head, 

1998). Most organic contaminants can bs dctoxified. and oRen mineralized. by 

microorganisms (Allard et Neilson. 1997). .A variety of biorernediûtion processes have 

been designed for srveral pollutant classes and sources (Cookson. 1995). However. rven 

if microorganisms with the required degadative capacity are present and adequate 

environmental conditions for growth and degradation are found. the applicability of 

bioremediation is sometimes restricted. Two important obstacles, lirnited bioavailability 

and toxicity. are rmphasized in this section. 

Firstiy, the pollutant may be insufficientl y availablc to the microflon ( Harms et Bosma. 

1997: Mihrlcic n cd . .  1993: Providenti ri dl. .  1993). For rxample. some organic 

contaminants have very low aqueous solubilities (cg. pol yuornatic hydrocarbons). 

however only the ivater-dissolved fraction of chcmicals is usually assumed to be 

rivailable to microorganisms (Stucki et Alexander. 1987: Thomas n oi.. 1986: Wodzinski 

et Coylr. 1971). Secondly. some pollutants (e.g. styrene. phenol) are toxic to 

microorganisms (Sikkrman et dl.. 1995). and growth inhibition at high substrate 

concentration prevents the effective biode+pdation of these contaminants. 

TLPBs have the potrntial to resolve these two limitations of biotreatment technologies by 

controlling the mass-tnnsfer rate and aqueous phase concentration of hydrophobidtoxic 

cornpounds. This is especially interesting when it is recognized that both problems 

usuiilly require opposing solutions. Moreover. TLPBs can be used to select and isolate 

microorganisms that can d e p d e  these types of molecules. Key information fiom studies 

that usçd TLPBs to çvaluate the biodrpdation of snvironmentally relevant compounds 

is presented in Table 6.1. 



Tableau 6.1. T LPBs in which the biodegradation of environmentally relevant compounds 

has been observed 
-- 

NAPL Substrates blicroorganisms References 

Pristane 

Pristane 

H MN 

Dibutyl 
phtalate 
Dibutyl 
phtalate 
HMN 

Hexadecane 

Silicone oil 

Silicone oil 

HMN 
Decane, 
dodecane, 
hexadecane 
Silicone oil 

Silicone oil 

Eicosane, docosane. 
oc tacosane 
Liquid fraction of n- 
al kanes 
Naphthalene 

Benzene 

S tyrene 

Naphthalene. 
hexadecane 
1.2.3-trichlorobenzene 
( reductive 
dechlorination) 
1.2-dichlorobenzene. 
1.2.3- and 1.2.4- 
trichlorobenzene. 
ethyl butyrate. 2- 
ethylbutyraldehyde 
S tyrene 

Phenanthrene 
Naphthalene 

Naphthalene. fluorenç. 
phenanthrene. 
anthracene, 
Buoranthene. pyrene. 
benzo [a] p yrene 
Ethyl butyrate 

C iipolyr ir*u 
Tonilopsis sp. 

Psrirdonronus sp. 

Psnidornonus sp. 50 

.Anaerobic m i x d  
culture 

Mixed culture 

Mixed culture 

P. ueniginosu A K 1 
Connrhucterirrm sp. 

bf ixed culture 

Cundidu sp. CF3 

(bliiler et Johnson, 
1966) 
( McLee et Davies. 
lW2) 
(Wodzinski et 
Larocca, 1977) 
( Rezessy-Szabo et 
dl.. 1987) 
(Bestetti et d. ,  1989) 

( Efroymson rit 
Alexander, 1 99 1 ) 
(Holliger et ul.. 
1992) 

( .Ascon-Cabrera et 
Lebeault. 1993) 

(El Aalam et d..  
1993) 
( Kohler et al.. 1 994) 
(Gamerdinger et ul.. 
1995) 

(Vanneck et ~ ( 2 . .  
1995) 

(Ascon-Cabrera et 
Lebeault. 1995b3 



Tableau 6.1 (con?). TLPBs in which the biodegradation of environmentally relevant 

compounds has been observed (continued) 
- - - -  - 

NAPL Substrates Microorganisms References 
Silicone oil 

Decane, octadecane, 
isooctane, hexane, 
c yclo hexane, 
toluene, benzene 

Silicone oil 

Diethyl sebacate 

Paraffin oil. 
tridec ylcyclohexane. 
cis-9-tricosene, 
squalane. squalene 
2-Undecanone 

Silicone oil, HMN 

HbN 

2.4.6- 
trichlorop heno l 

Naphthalene. 
biphenyl 

Pol ychlorinated 
dibenzo-p-dioxins 
(reductive 
dechlorination) 
S tyene 

Pentachlorophenol 

Pyene 

Phenanthrene 

P henanthrene, 
Fluoranthene, 
PYrene 

Pseridomonus sp. S P 1 
and SP3, 
.I rthrubucter sp. .4 RZ, 
.4 lculigenes sp. AL2 
Psrr«lornonus sp. DS- 
1051, 
Psetidornonus sp. DS- 
313, 
Buciltris sp. DS- I OS I 
Anaerobic mixed 
culture 

Mixed culture 

.4 rrhrobucrer sp. XTCC 
33790 
&fvcohucteritrm sp. 

Pseridumonus sp. 
SPheNa1 
Psetrhmunus sp. 
SPheNa 1. 
Rhotlococctcs sp. 

( Ascon-Cabrera et 
Lebeau tt, 1 995a) 

(Barkovskii et 
.4driaens. 1995) 

(Osswdd et (11.. 
1996) 
(Munro et Daugulis. 
1997) 
(Jimenez et Banha, 
1 996) 

(Collins et Daugulis, 
1996. 19973; 
Collins et Daugulis. 
1997b) 
(Bouchez et ul.. 
1995) 
(Bouchez et a&., 
I997b) 

SFltNal and SPyrNal 
Pristane:2,6,10,1 Ctetramethylpentadecane. HMN: 2.2.4.4.6.8.8-heptmethylnonane 



6.2.3.2. TLPBs for the enhancernent of mass-transfer of compounds with 

limited bioavailabilitv 

The bioavailability of a molecule may be characterized by its mass-transfer nte relative 

to the rate of its uptake. and degadation, by the microorganisms (Bosma et cil., 1997). 

Micmbial degradation of sparingly soluble compounds, such as polycyclic aromatic 

hydrocarbons (P.4Hs). is restricted by their solubilization rate (Volkering a uL. 1992). 

Consequently. methods to improve the bioavailability and the biodegndation of 

hydrophobic compounds are required. The principal approach io increase the mass- 

transfer to the aqueous phase is by ènhancing the solubilization or dissolution nies. This 

cm be achieved by increasing the total surface area between the substnte and the 

aqueous phase. It is otlen accomplished by homogenization (e.g. mechanical agitation). 

annd'or by the addition of surface-active agents. i.e. surfactants (Edwards rt al.. 1994). 

Surfactants are amphipathic molecules with both hydrophobic and hydrophilic moirties 

that partition prekrentially at the interface between fluid phases with diffrrent polanties. 

such as oil-water or air-water interfaces (West et Hanvell. 1992). They can reduce 

surface and interfacial tension and promote the solubilization. emulsification and 

dispersion of poorly soluble compounds (Rouse ri al.. 1994). Synthetic surfactants have 

been extensively used to solubilize. and occasionally increase the biodegradation of. 

hydrophobic contaminants under both labontory and tield conditions (Aronstein et 

Alexander. 1991: Tiehm. 1994: Vigon et Rubin. 1989). However. results conceming their 

effectiveness have been highly contradictory (Liu et ol.. 1995: Rouse et uL. 1993). Many 

difficulties related to the utilization of synthetic surfactants are recognized. Indeed. they 

can prevent the biodegradation of contaminants due to their toxicity to microorganisrns 

(Tiehm. 1994) or sequestntion o f  compounds within surfactant micelles (Guha et Jaffé. 

1996: Laha et Luthy. 199 1). Moreover, they are ofien costly, poorly specific toward 

contaminants. difficult to biodegade and may adsorb ont0 soi1 particles. 

Water-miscible solvents can also be used to enhance the solubility and dispersion of 

hydrophobic compounds: however they are usually toxic towards micrmrganisms (houe 



et Honkoshi. 199 1 : Vemuë rr uL, 1993), thus, preventing their effective utilization to 

increase the bioavailability of non-polar compounds. 

In 1966, Miller & Johnson (Miller et Johnson, 1966) observed that the useiülness of 

surfactants to disperse and enhance groowth of a mixed yeast culture on solid n-alkanes 

was lirnited. They successfully circumvented this problem by dissolving these insoluble 

hydrocarbons in pnstane [1.6.10.14-tetnmethylpentadecane], an immiscible liquid that 

was not attacked by the microorganisms. A prolonged exponential growth of a 

Psuiiiiornonus urniginosu stnin was achizved with phenanthrene as the substnte, when 

dissolved in the solvent 2.2.4.4.6.8.8-heptamethylnonane (KBhler rf ul.. 1994). Jimrnez 

Sr Bartha (Jimenrz et Bartha. 1996) tested sevenl NAPLs to enhance pyrene 

rninenlization by a .îJj~coboctrriiirn sp. stnin. With the ones mentioncd in Table 6.1. they 

reported initial ntes of minenlization of pyrrne between 1 16 and 182 pgmg of proteinh 

cornparrd to YI pg'mgh in the culture without NAPL. Under anarrobic conditions. 

rrductivr dechlorination of the rxtrernely insoluble compound octachloro-dibenzo-p- 

dioxin (octaCDD) by a rnixed rnicroflon was increased by the addition of decane 

(Barkovskii et .\drirnns. 1995). Higher transfer ntes provided by the NAPUwater 

interfacial area help to overcome bioavailability limitations. 

6.2.4.3. TLPBs for the controiled deliverv of apolar toxic compounds 

Sevenl poorly water-soluble organic compounds are biodegndable but toxic to 

microorganisms when supplied above a particular inhibitory concentntion. The low 

concentrations tolented before inhibition of microbial activity limits the efficiency and 

the performance of biotreatment systems. Various methods have bern used to protect 

cells from toxic substrates. such as membrane reactors. biotilm systems. immobilization, 

and rncapsulation. TLPSs represent an effective and flexible alternative. By careful 

selection of the NAPL and the openting conditions. the immiscible phase of a TLPB can 

act as a 'rexwoir' providing inhibitory substrates continuousl y via di fision into the 

aqueous phase. The concentntion within the aqueous phase is maintained at a non-toxic 



level. based on the equilibrium partitioning coefficient of the compound. which partitions 

preferentially into the hydrophobie phase. 

As demonstnted by Collins & Daugulis (1996. 1997a; 1997b). one of the benefits of 

TLPBs is the self-reglating nature of the process. since the deiivery rate of toric 

substntes is determined by the metabolic requirements of the microorganisms (uptake 

ntr). Using a stnin of P.sezrdomonus pttt ih and 2-undecanone as the NAPL in a TLPB 

operated in a fed-batch mode. a volumetnc consumption rate of 175 mgil-h of phenol was 

reached without problems of substnte toxicity (Collins et Daugulis, 1997a). It was 

favonbly cornpared to the maximum volumrtnc phenol consumption rate of 37.5 rng/l-h 

previousl y reported for a conventional bioreactor (Fugita et uL. 1993). In 1987. Rezessy- 

Szabo P r  ul. ( 1957) cultivûted a P.setrhmunus stnin on hi& concentrations of benzene. 

circumventing the substnte toxicity by the addition of dibutyl phihalate. The same NAPL 

was used by Bestrtti et <il. (1989) to grow 3 P. pinidu suain with styrene as substnte. 

With 3 chernostilt containing 20°/o v:v of silicone oil. El Aalam rr ul. ( 1993) cultivated a 

P. urniginosu stnin on styrene (lethal aqueous concentration. 70 mgl) up to a very high 
- I specific activity of 193 mg g dry cells h". The toxic wood-preservative compound 

pcntachiorophenol (PCP). a solid. xenobiotic chernical. is inhibitory at a low 

concentration (Mc.Mlistrr et ol.. 1996). ..lrthrobucter sp. ATCC 33790 is able to utilise 

PCP as sole substnte. but inhibition occurs above a concentration of 130 mg1 in batch 

cultures (Stanlake et Finn. 1982). Using this stnin. Munro & Daugulis ( 1997) designed a 

TLPS capable of degradinç 7.5 g of PCP in 40 h (187.5 mg/l h). This system was 

composed of a 2 I fermenter containing 1 1 aqueous medium, 10 g of PCP and 500 ml of 

diethyl sebacate as the specifically selected NAPL. 

6.2.4.4. TLPBs for the e ~ c h m e n t  of xenobiotic-demding microorganisms 

The selection and the isolation of microorganisms able to degrade compounds that are 

poorly water-soIuble and/or toxic is often one of the first dificulties encountered in 

biodegradation processes. Addition of a NAPL has the potential to shorten the 



acclimation period required for the isolation of adapted microorganisms. Only low 

concentrations of toxic substntes can br added in classical aqueous enrichment cultures 

because of substnte inhibition problems. However. these could well be below the 

threshold concentration required for the creation of a selective advantage (Boethling et 

Alexander. 1979; Spain et van Veld. 1983 ). 

.A TLPB with silicone oil as the NAPL hlis bern used for the npid selection of 

microorganisms able to degrade two mixtures of chlorinated and nonchlorinated 

hydrophobic/to?ric compounds (srr Table 6.1 Ascon-Cabrera et Lebeault. 1993). The 

authors obtaincd a stable consortium on chlorobenzenes in a relative1 y shon acclimation 

pcriod (30 days). This was attnbuted to the high concentrations of tonic substntes they 

could add to the rnnchment culture via the watrr-immiscible phase. Similarly. Holligrr ri 

c d .  ( 1992) useci hexadecane as ;i NAPL for the enrichment and the maintenance of m 

rinasrobic mixed culture thai rcductivcl y dechlorinates 1.1.3-tnchlorobenzenç ( 1.2.3- 

TCB) to 1.3-dichlorobenzene. Since TLPBs offer the possibility to circumvent the 

limitations usually cncountered when studying hydrophobic or toxic compounds. they 

could represont potentiaIIy usetùl research tools for studies on biodepdability testing, 

catabolic pathways. kinrtics of biodegradation. etc. ( Bouchez et ul.. 19973: Bouchez et 

di.. 19%: Bouchez ri rtl.. i 997b: Prokop rr u!.. 197 1 ). 

6.2.5. Design of  TLPBs for biodegradation purposcs 

6.2.5-1. Selection of an appropriate NAPL 

A variety of water-irnrniscible organic solvents have been used to facilitate the 

biodegadation of hydrophobic/toxic pollutants (Tabie 6.1). As stated by Munro 8i 

Daugulis ( 1997). the criteria to consider for the selection of an appropriate NAPL for 

biotreatment processes are essentially the sarnr as for extractive fermentation, except that 

the compound of intrrest is the substnte nther than the product. Based on a strategy 

established for the choice of a solvent in extractive biocatalysis (Bruce et Daugulis. 



1991). thry proposed a systematic approach to sirnplify the selection of a NAPL for 

improved biodrgradation. The properties that should be considered include: 

biocornpatibility. hi& solubilization cnpacity for the substrate. immiscibility, and non- 

biodegadability ( Daugulis. 1997). 

The biocompaiibility and potential toxicity of solvents io microorganisms have been 

rxtensively discussed in the litrrature (Bruce et Daugulis. 1991; Nikolova et Ward. 

1993). It is known that many organic solvents suppress microbial prolifention and 

metabolism ( Lilly et ul.. 1987). The ability of a microorganism to grow in the presence of 

an organic solvent is rrlated to the solvent polarity. where higher activity retention 

correlates with lower polnrity (Brink et Tramper. 1985). blany solvent panmeten have 

been studied in order to correlate biocaial~ic activity md solvent hydrophobicity. The 

logmithm of the octanol-watrr partition coefficient (log P,,,) is currently accepted as the 

best measure of a solvent's biocornpatibility (Inoue et Horikoshi. 9 1;  Laane et uf.. 

1985: Laane et ul.. 1 987). .As ri genenl trend. solvents with hi& values of log P ,  (1.0 or 

higher) are not toxic to biocatalysts (Laane et ul.. 1987: Vemue et uL. 1993). However. 

tolcnncr to solvrnts is highly variable between different bacterial species. Gnm- 

negativr bacteria usuall y being more tolennt than Gram-positive ones ( Harrop et uL. 

1989: Inour et Horikoshi. 199 1 : Vsrmué et d.. 1993). For example. bacterial strains able 

to tolente and rven degade solvents with log Po, as low as 1.3 have been isolated 

(Cruden er uL. 1992: Webcr ri ul.. 1993). whereas some bacteria are inhibited at a log Po, 

below 7 (Inoue et Horikoshi. 1991). Biocompatibility rxperirnrnts with a range of 

solvents with different log Po, should therefore be conducted in order to determine the 

critical log P,, for the microorganism(s) to be used (Collins et Daugulis. 1997a). The log 

P.,, of m y  solvent cm be obtained rxperimentally. but it cm also be calculated accurately 

from hydrophobic fra+msntal constants b y the procedure descnbed by Rekker ( 1977). 

.\ hi& solubility of substnte in the NAPL is beneticial since it will insure a g d  

capacity for the substrate and allow the use of Iower volumes of NAPLs. For toxic 



substntes. the mass partition coefficient. de fined as the ratio of the substnte 

concentration in the NAPL to the substrate concentration in the aqueous phase (Bruce et 

Daugulis. 199 1 ). should be as high as required for the aqueous phase concentntion to 

remain below the inhibitory level (Collins et Daugulis. 19973; Munro et Daugulis. 1997), 

especiall y at a hi& substrate concentration in the system. On the contrary. this coefficient 

should not br restrictive for hydrophobic substntes (Pnchanont n (il., 1998): if microbial 

activity is rxclusively located in the aqueous phase. the mass partition coefficient should 

allow the aqueous concentration of hydrophobicinon-toxic compounds to approach their 

saturation concentration (3s deterrnined uncisr ribiotic conditions). 

The aqueous solubility of the NAPL will influence the solubility of the substnte in the 

aqueous phase (CO-solvent effect) and the riquilibrium concentntion. It should also be 

low enough to minirnize solvent loss. Funhennore. the interfacial tension between the 

NAPL and the aqueous phase will affect the formation of an cmulsion. The increased 

surface area resulting from emulsion formation is beneficial for bi~de~gadation activities 

( Ascon-Cabrera et Lsberiult. 1995b); as discussed in the Microbial mechanisms section), 

but if the emulsion is tw stable. this may repressnt a major problem in sampling of the 

two phases for analytical purposes (Munro et Daubwlis. 1997). 

Biodegndability of the added NAPL is nrely a concem when using a single 

rnicroorganism as biocatalyst since the limits of the carbon source spectrum can be rather 

easily determined. first by a survey of the litenture. then by cultivation tests (Collins et 

Daugulis. 1996. 1997a: Collins et Daugulis. 1997b: Munro et Daugulis, 1997). However, 

in the case of miaed microbial cultures. the choice of solvents is greatly reduced because, 

afier an adaptation period, microorganisms will acquire the ability to attack almost any 

organic molecules (van der Meer et cri.. 1992b). If the NAPL is eventually used as a 

gowth substnte. then cornpetition with the target compounds to be degraded could aise 

(Morrison et Alexander. 1997) and, even. an enrichment for solvent-degrading 

microorganisrns is Iikely. 



Higher-molecular-wei@t compounds. especially those with multiple condensed ring 

structures and with highly bnnched or substitutrd compounds. are relatively resistant to 

microbial attack (Atlas. 1988). Bnnched alkanes that are liquid at room temperature are 

therefore suitable choices. In one of the first investigations conducted to study the 

bioavailability and degndation of a poorly water-soluble compound (naphthalene) 

dissolved in a NAPL. 2.2.4.4.6.8.8-heptamrth ylnonane ( H MN)  was chosen because it 

was not biodegraded by the Pseiitlornonus sp. stnin uscd ( Wodzinski et Larocca. 1977). 

The same NAPL was later selected by others (Table 6.1) and it resistcd degradation by 

mixed microbial cultures (Ghoshal et ul., 1996; Morrison et Alexander. 1997). 

Apparentiy. HMN can withstand biodegradation becausr of tts terminal methyl groups 

( SchaetTer et ai.. 1 979). 

Ascon-Cabrera & Lebe3uIt ( 1993. 19953. b). and subsequently others (Table 6.1 ). have 

used silicone oils (poiydimethylsiloxanes) because of their hydrophobicity. chernical 

stability and resistance to hydrolytic and oxidativr breakdown. Althou& this NAPL was 

apparent l y not attackrd b y the microorganisms in srvenl caxs ( Ascon-Cabrera et 

Lebeault. 1993: Osswald rr <il.. 19%). somr studirs suggest thot it may undrr some 

conditions br dcpdable via nbiotic and biotic reactions (Carprntrr rr uf.. 1995: Stevens. 

1998). 

.As mentioned previously. hexadecme was chosen to control the delivery of a toxic 

substme (1.2.3-TCB) and dccane was used to enhance the bioavailability of an 

hydrophobie one (octaCDD) to anaerobic mixed cultures ( Barkovskii et Adriaens. 1 995: 

Holliger et al.. 1992). Although they are easily attacked under aerobic conditions, 

saninted alkanes were selected because they are genenlly considered to be non- 

biodegadable under highly reduced. methanogenic conditions (Zehnder et Svensson. 

1986). 



Additional characteristics to consider include low viscosity. low volatility. hi& 

meltinghoiling points. low flammability. availability, and cost (Bruce et Daugulis. 199 1 : 

Nikotova et Ward, 1993). We can conclude from these nurnerous criteria that the 

selection process for a non-biodegradable NAPL should be systematic and specific to 

rach situation. A lot of information about the microorganisms implicated in the 

biodegndation and the targeted substrates are required before a sensible choice c m  be 

made. 

6.2.5.2. Determination of optimal operation parameters 

In a TLPB, the most critical factor to optimize is the interfacial area bctween the two 

liquid phases (Nakahan et uL. 1977: Woodley et al.. 1991 ). Microbial activity. both at 

the interface and in the aqueous phase. relies upon the mass-tnnsfer rate of substrate 

molecules fiom the NAPL to the aqueous phase. which is mainly governed by the size of 

the intefiacial area ( Ascon-Cabrera et Lebeault. 1995 b: Dunn. 1 968: Wodzinski et 

Larocca. 1977). Since higher growth rates are observed at maximal interfacial area. it is 

essential to maintain the interfacial area hi& cnough not to restrict microbial activity. 

The volurnetric liquid-liquid interfacial area. u [m2. ~ ' 1 ,  is calculated following (Bailey et 

where 4, [m2 m*'] is the Sauter mean (surface avenged) droplet diameter and ) 

corresponds to the dispened-phase volume fnction, which is the ratio of the NAPL 

volume to the total liquid volume (phase ratio). It can be seen that the interfacial area 

increases with a decrease in the mean drop size. The Sauter mean diarneter c m  be 

cstimated directly from droplet size distribution measurements (Gutierrez et Erickson. 

1977: Prokop a ul.. 1972) and correlated to Calderbank's expression, which takes into 

account the phase ratio (solvent phase holdup), the turbulence intensity (agitation rate), 



and the interfacial tension (Chatzi n ai.. 1989). Consequently. the interfacial area is 

principally influenced by these three panmeten, plus microbial gowth (.Ascon-Cabrera 

et Lebeault. 1995b; Nakahm et d.. 1977: Wang et Ochoa. 1972). 

The optimal p h a x  ratio which will genente the highest interfacial area is a parameter 

influenced by many determinants. such as the physical conformation of the bioreactor. 

the properties of the NAPL (drnsity. viscosity. etc.) and the mixing rate. Equation 1 

shows that the interfacial area increases with an increiised phase ntio. However. it is also 

known that NAPL drop diameten have a tendency to increase with an increase in the 

phase ntio (Prokop a ul.. 1972). Ascon-Cabrera & Lebeault ( Ascon-Cabrera et Lebeault. 

1993. 1995b) have studied the effect of variations of a NAPL phase fi-action (8.3 to 83 O h  

v:v silicone oïl) on the interfacial area and observed maximal values between 20 and 40 

O b .  h wide range of phase ratios have been used but few studics have b e n  carried out in 

order to tind the idral proportions. 0 t h  factors influence the choice of a proper phase 

ntio. For example. if the apolar substrate is toxic. the concentration of the compound in 

the aqurous phase must be krpt under the inhibitory level: this is achirved by knowing 

the partition coefficient and then adjusting the phase ntio accordingly (Collins et di.. 

1995). 

.A direct relationship between intensity of agitation and specific growth rate in TLPB has 

been fiequently reponed (e.g. Ascon-Cabrera et Lebeault. 1993: Velankar et uh. 1972: 

Wang et Ochoa. 1972). .rllthough the formation and the stabilization of an emulsion is 

facilitated by a decrease in interfacial tension. a mechanical input is required for the 

initial formation of NAPL droplets. As the agitation inttnsity is increased. the Sauter 

m m  diameter is decreîxd and the number of droplets increased (Erickson et Nakahara. 

1975). The stable-state distribution of &op sizes, as weli as mean diameter of droplets 

formeci by turbulent mixing, are a result of the equilibrium between hvo simultaneous 

processes - break-up and coalescence of drops: hi$ mixing nie will produce smaller 

NAPL drops. e.g. via interaction with the irnpeller. but also multiply the probability of 



drop contact and coalescence. Also. elevated agitation energy might prevent contact of 

microorganisrns with substnte-containing NAPL droplets and sheûr stress could 

eventually be detrimental to the microbial cells (McLee et Davies. 1972). With cultures 

of a Cunrii~iu sp. on 2-ethylbutynldehyde incubated in a bamed reactor at different 

agitation speeds (between 200 and 800 rpm) with 20% silicone oil. Ascon-Cabrera & 

Lebeault ( 1993) obtained an optimal gowth rate at mixing speeds between 500 and 600 

Tm* 

The Sauter m a n  diameter is strongly dependant on interfacial tension (Erickson et 

Nakahara. 1975). Addition of surfactants increases the interfacial area (Wang et Ochoa, 

1971) and prevents coalescence of NAPL droplets. In TLPBs. the interfacial tension 

betwern NAPL and aqueous phase decreases as cultivation proceeds [Nakahara a al.. 

1977: Prokop ri ul.. 197 1: Prokop et uL. 1972: Velankar et ul.. 1975). Microorganisms 

using liquid hydrocarbons as substnte secrete emulsifying and tensio-active substances 

such 3s 

et al.. 1 

( Bajpai 

genenii 

glycolipids and lipopeptides to facilitate uptake (Georgiou rf ai.. 1992; Haferburg 

986). The cells thernselves dso can decrease the interfacial tension in TLPSs 

zi ut.. 1975: Nakahan et uL. 1977). Biosurfactant or bioemulsifier production is 

y considercd beneficial for growth on long-chain liquid aliphatic hydrocarbons 

(Hornmel. 1990). However. it was recently reported that excessive biosurfactant 

concentrations decreased the growth rate of P. oleovorans on decane (Schmid ~ . r  of.. 

1998). This was attributed to the reduced mass-transfer rate of the insoluble substnte to 

the aqurous phase caused by the strong stabilizing film surrounding the NAPL droplets. 

In genrrd. microorganisms growing on a NAPL (as reservoir or substnte) have a strong 

affinity for the imrniscible liquid and colonize the surface of droplets (Miura et nL, 1977: 

Rosenberg. 1991). When investigating growth of a Cundida lipo!vtica stmin on 

hexadrcanc dissolved in inert gas oil. Prokop rf ai. ( 197 1 ; 1 972) observed a tendency for 

the interfacial area to increase with increases in ceIl mass. They suggested that cells with 

hydrophobic surfaces may tend to stabilize emulsions when growing at the drop surface 



by prevcnting coalrscencc. However. not al1 drops were covered with cells and this could 

be raplained by the exhaustion of substnte contained in the small reservoir droplets 

(Gutierrez et Erickson. 1977: Prokop et crL. 197 1 ). 

Most of the design panmrters previously discussed apply to TLPSs in which the NAPL 

is well-mixrd with the aqueous phase and for substntes whose biodegndation is 

pnncipally limited by thrir bioavailability. However. special attention must be given to 

substntes also èxhibiting 3 problem of toxicity. Even if the phase ntio has been adjusted 

to keep the initial concentration of an inhibitory substrate in the aqueous phase under the 

toxic levcl. the maximal interfacial area bendicial for optimal mass-tnnsfer rate for 

hydrophobie substrates may not be ideal for toxic substntes. A distinction between 

molecular toxicity (causrd by dissolved molecules) and phase toxicity (occumng at the 

liquid-liquid interface) has been proposed (Bar. 1987). It is possible that microorganisms 

coming into direct contact with the interface may be exposed to rlevated. inhibitory. 

levels of toxic compounds (Hocknull et Lilly. 1988: Lilly et uf.. 1987) and consequently 

r.mulsified systcrns with high interfacial a r e s  may be detrimental to microbial activity 

(Prichanont et dl . .  1998). For cxample. Collins rr <il. (1995) observed reduced 

dioxygenûse rictivity of P. pltridu UV4 converting tolurne to tolurne cis-glycol in a TLPB 

with tetndrcanç as the N A P L .  The phase ntio (30 Ob v/v) and the toluene concentntion 

in the NAPL (20 O e  v!v) had been calculated based on the partition coefficient in order to 

have a sub-inhibitory level of toluene in the aqueous phase. Nevertheless. loss of 

microbial îctivity was observed. which was attributed to interfacial toxicity because of 

the formation of an emulsion. Moreover. when the substrate concentration was reduced to 

10 O.0 the activity \vas maintained for a longer period. They suggested that operational 

limits of specific TLPSs could be reprexnted in the form of "windows of operation" 

where the organic phase substnte concentntion is shown as a function of the phase ratio. 

Hence. if the toxic substnte ratio in the NAPL is too low, the mas-transfer rate becomes 

limiting and if it is too hi&. phase toxicity occurs. tncreasing the phase ntio by operating 

the TLPB with the solvent phase continuous (two phases not intermixedl was proposed to 



prevrnt formation of an emulsion (Collins et ul.. 1995). Daugulis ( 1997) suggested that it 

may be preferable to select a NAPL and culture conditions not favoring formation of an 

rrnulsion. to prevent phase toxicity. However. most publications about the biodepdation 

of toxic cornpounds in cornpletely mixed TLPSs have not reported problems of inhibition 

of microbial activity (El  ..\alam rr uh. 1993: Osswald et ul.. 1996). Collins & Daugulis 

( 1996. 1997a: 1997b) investigatrd the biodegndation of phenol in a TLPS containing I I 

of medium and 500 ml of 2-undecanone as NAPL. This system was opeented without 

intermixing the two liquid phases. They did not observe inhibitory effects but. unlike 

othrrs who are using completely dispersed TLPSs (cg. Ascon-Cabrera et Lebeault. 1993, 

1 995 b). microbial activity was ox ygen-Iimited in these conditions of rlevated phase ratio. 

Nevrnheless. sufticient oxygen supply should grnenfly not be a problem in TLPBs. 

Oxypn solubilities in hydrocarbons have been shown to be much higher than in pure 

water (Ju et Ho. 1989). Ho et al. ( 1990) cvrn added n-hrxadecane to enhance the oaygen 

supply to oxygen-Iimitcd culturcs (solubility of oxygcn in n-hexadecane is more than 8 

times higher than that in pure water). Dispersion of the N h P L  in a TLPB enhanced the 

gas/liquid mass-tnnsfer coeficient of oxygen during growth of P. oleoi~oruns on octane 

(van der Meer et tri.. 19923). 

To summarize. the main objective to keep in mind when setting up a TLPS for enhanced 

biodegadation of apolar compounds is to achievr the highest mas-transfer rate. while 

prevcnting microbial inhibition when the substrate is also toxic. 

6.2.6. Application of TLPBs as a biotreatment process 

Many environmental pollutmts are sparingly soluble in water and toxic towards 

microorganisms. In bioremediation research. much work has focused on the optimisation 

of microbial activity by improving environmental conditions. and occasionally by 

bioau_gmentation. Increased microbial degrading capacities. however. will not lrad to 

higher biotransformation rates if the mas-transfer rate is lirniting or the target substrate 

inhibits the activity and sunival of the microorganisms. 



New technologies are needed for lowenng the costs and time requirements of 

biotreatment processes. S ince TLP Bs are effective at controlling the delivery of 

apoladinhibitory organic compounds to biocatalysts. they could represent a valuable tool 

for both fundamental research and appiied processes conceming the biodegradation of 

snvironmentally problematic compounds. Some authors have proposed that TLPSs could 

have a great potential for treating water and effluents contaminated with toxic compounds 

such as styrene (El Adam et cil.. 1993). phenol (Collins et Daugulis. 1996. 1997a: Collins 

et Daugul is. 1 997b). and pcntachlorophenol ( Munro et Daugulis. 1 997). by allowing 

increased toxic charge loads to be treated. Decontamination of styene-containing waste 

gas was also suggested (El .\alam rr cil.. 1993). Likewise. it was proposed that this 

approach could be applicd to effluents polluted by poorly water-soluble cornpounds. such 

as PAH-containinç watcr (Vanneck et of.. 1995) and refinrry sludges (Jirnenez et Bartha. 

1996). 

In biotreatment processes using TLPBs. the hydrophobidtoxic substnte would first 

dissolve into the NAPL. thcn diffuse to the microorganisms nt the interface and in the 

aqueous phase ( Figure 6.1 ). In al1 likeli hood. the biotreatmcnt of contaminated soils and 

sediments in slurry-phase bioreactors might also be improved by the addition of an inen 

NAPL. The bioavailability of molecules is controlled by a number of physical-chernical 

properties such as aqueous solubility and tendency to sorb to the soi1 and sediment rnatnx 

(Harms et Bosma. 1997: Luthy et ul.. 1997). Desorption and dissolution rates are the 

critical limiting steps in the biodegadation of hydrophobic molecules. Since the 

partitioning of hydrophobic compounds into a NAPL is in many ways comparable to 

sorption to soil organic matter. the solvent could promote the extraction of the 

hydrophobic pollutants fiom the soil. The ensuing increased surface area for microbial 

contact and rnass-tnnsfer would result in enhanced rates of biodegndiition. More 

investigations are required before the actual potential of this procedure is determined. 

Our research grot~p has performed promising preliminary work in this direction. Using a 



PAH-adaptsd mixed culture. we have observed rapid mass-tnnsfer from an artificially 

contaminatsd soi1 to the NAPL followed by enhanced biodegradation in a slurry TLPB 

with silicone oil as the NAPL (A. Benachenhou 1998, unpublished results). 

Since the important biodegndative microorganisms usually adhere and develop at the 

interface between the two liquid phases in TLPBs. the recovery of the NAPL with the 

rittachrd microflora could be used as an rnriched inoculum for subsequent biotreatments. 

Solvents with low costs could be used and minimal environmental hazard is expected 

sincc they would bs non-toxic and reusable. 

6.2.7. Conclusion 

The addition of appropriate watrr-immiscible solvents in biodegadation proccsses can be 

beneticial. TLPSs offer the possibility to control the bioavailability of NAPL-dissolved 

compounds by: [Il increasing the interfacial area betwren the pollutants and the 

microorgmisms. which enhancrs the mass-transfer rate of hydrophobic compounds: and 

[ I l  sequrstering toxic moleculrs into a separate phase. thus kceping their aqueous 

concentration brlow inhibitory levsls. Difficulties may anse. however. if the NAPL is not 

carefull y selrctcd. It must be inrrt. innocuous and non-biodegadable. The ratio of NAPL 

addrd should allow the Iargest interfacial area with the aqueous phase. thus promoting the 

mass-tnnsfrr rate and the contact arra for the adhering microorganisms. Most biological 

lictivity in such culture systems will occur near the interface between the two liquid 

phases. Microorganisms possess some features helping hem to riccess and metabolize 

substrates in TLPBs. They benefit from their ability to produce surface-active agents. 

which emulsify the NAPL and therefore increase the interfacial area. This promotes the 

partitioning of the target compounds in the aqueous phase and also favon adhering 

microorganisms. Furthemore, hydrophobicity of the ce11 surface assists in the attachment 

of microorganisms at the NAPL surface. which promotes the formation of a biofilm and 

the uptakr of pollutant molecules directly from the NAPL. 



There are a large nurnber of publications about applications of TLPBs in commercial 

bioconversion processes. but until now few studies have focused expressly on 

biodegradation of water-insoluble/toxic compounds of environmental concern. Future 

investigations should be conductcd on the identification of new solvents with the required 

chancteristics. especially low biodegndability under the conditions of use. A better 

undentanding of micro bial substnte uptake rnechanisms involved in TLPSs could 

provide useful information on the design of TLPBs. Moreover. new applications of 

TLPBs such as improved treatment of contaminated soils deserve attention. In this 

content. key opentional and design parameters require more research. especially in the 

later steps of a treatmcnt scheme such as enriched microflora recovery. final phase 

sepantion and solvent rccyling. 

The potential benetits of TLPBs justify funher exploration of this trchnology as a novel 

biotrecitment stntcgy. 
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P. urmginosci est reconnue pour sa capacité à s'attacher aux surfaces et j. former un 

biofilrn. De plus. les bactéries étudiées dans le cadre de ce projet de recherche demeurent 

les seules ayant Cté rapportées capables de produire des biosurfactants autant sur les 

alcanes linéaires liquides et solides que sur les HAP. Elles constituaient donc un outil 

idéal pour explorer l'implication de ces deux mi.canismes dans la croissance sur les 

substrats hydrophobes. 

Puisque la souche j7RP utilise facilement les n-alcanes comme source de carbone et 

d'inergir. i l  a it6 intriguant de constater une longue phase de latence d'unr durée 

imprévisible lors des cultures sur les alcanes liquides uniquement. La dkcouverte que la 

fin de la phase de latence coïncidait avec l'apparition d'un phénotype spicialisé dans 

l'initiation de la formation d'un biotilm a donc constitué un avancement majeur. Ceci 

représente le premier exemple de variation phénotypique rapporté chez cette espèce 

microbienne. La dGtertnination du mCcanisms ginétique permettant à la bacterie de crier 

une population phinotypiquement hÇtCrogkne. ainsi que l'importance rér lle de ce 

phénomhe nicessiteront de nombreuses Ctudes supplimentaires. 

La période de latence dans les cultures sur alcanes liquides est donc vnisemblablement 

attnbuable au temps nécessaire pour que les variants S. en faible proportion dans 

I'inoculum de départ. soient en nombre sufisant pour produire un effet signiticatif. 

puisqu'ils seraient les seuls capables de croitre directement à la surface du substrat 

hydrophobe liquide. Notons qu'à la suite du début de la croissance. il y avait aussi 

au_gnentation de la population de variants L. Il est probable qu'ils utilisent les 

intermédiaires de dé&mdation du substrat hydrophobe produit par la population de 

variants S. La présence indispensable de ces variants S. et l'avantage des souches 

naturellement adhérente («Rapides»). ont fait ressortir la nécessité pour les bactéries de 



s'attacher pour croitre sur les alcanes liquides quand le substrat n'a pas été préalablement 

émulsionné ou solubilisé. 

Nos résultats ont démontré que la capacité de produire des rhamnolipides contribue 

relativement peu à la croissance de j7RP sur les alcanes liquides. Beal et Betts (2000) ont 

rkcemment confirme ces résultats en comparant la minéralisation de I'hexadécane entre 

P. uerzrginosu PGZO l et le mutant rlzl.4 U0299. 

Le lien entre hydrophobicité et potentiel d'adhérence. ainsi que les structures cellulaires 

intervenant dans ces caractéristiques phénotypiques. sont des sujets mal compris et 

controversé ( Rosenberg. 199 1 : Stenstrom. 1989: Van Loosdrecht ri ol.. 1987b). Le test le 

plus couramment employé pour evaluer l'hydrophobicité de la surface cellulaire. le 

MATH. ne permet évidemment pas de di ffércncier 1 'hydrophobicité de I'adhirence car i l  

s'agit d'un test d'adhérence ê une surface hydrophobe. Plusieurs méthodes existent. 

chacune donnant des risultats di ffkrents (Dillon ri ui.. 1986). Une cellule hydrophobe 

aura davantage tendance à se retrouver aux interfaces sans nécessairement ëtre adhirente. 

La préférence des variants S pour une croissance à la surface aidphase aqueuse suggère 

une plus grande hydrophobicité et puisque la Fig. 3.38 indique que les variants S 

présentent un caractère plus adhérent que les variants L. on doit conclure qu'ils sont à la 

fois plus adhérents et plus hydrophobes. I l  est très probable que les variants S doivent 

leur phénotype a la présence d'une abondance de fimbriae de type IV puisque ces 

derniers sont des structures hautement hydrophobes impliques dans l'adhésion (Hahn. 

1997). 

Nous avons Ctabli que. contrairement a ce qui est accepté dans la littérature. la protéine 

RhlA n'est pas une sous-unité de la rharnnosyltmsférase 1 mais plutôt une enzyme 

directement impliqué dans la synthèse des dimères lipidiques précurseurs des 

rharnnolipides. Nous avons aussi découvert que cette mixture de dimère lipidique n'est 

pas entièrement utilisée pour la synthèse des rharnnolipides et qu'une partie est excrétée 



par la bactérie. A notre connaissance. la production de ces dimères lipidiques par P. 

umiginosu n'a jamais été rapportée auparavant. Nous avons proposé de les nommer 

«aeruwettinen. par analogie avec la sernwettine de S. murcescens et pour souligner leur 

rôle comme agent mouillant nécessaire pour le «swarming» chez P. acniginosu. En effet. 

nous avons découvert que l'expression du gène rhM. probablement via la production 

d'aeruwettine, est nécessaire pour coloniser rapidement la surface d'une gélose grjce la 

motilité par «swarming». 

Puisque le mutant rhl.4 manifestait une tendance beaucoup plus prononcée ii l'agrégation 

cellulaire que la souche d'origine, nous avons proposé que les rhamnolipides Wou 

I'arruwrttine puissent jouer un rôle dans le détachement et la dispersion des ccllules 

associées à un biofilrn. Tout comme le «swarming». la formation d'un biotilm est un 

processus complexe nécessitant une action concertée et coordonnée d'une population 

microbienne (O'Toolc a ul.. 1999). La phase de disshination est I'itape la moins bien 

caractérisée dans le développement des biofilms. Nous avons observé que le processus de 

développement d'un biofilm par les mutants rh1.4 et rhlB était effectivement différent de 

la souche d'origine. ce qui appuie l'hypothèse que les biosurfactants soient impiiquks 

dans l'interaction des ce1 Iules avec les surfaces et interfaces, 

7.2. MODELE CONCEPTUEL DE LA FONCTION DES RHAMNOLIPIDES 

DANS L'ASSIMILATION DES HYDROCARBURES 

Plusieurs expériences ont été menées afin d'élucider les modes d'assimilation utilisés par 

la souche 57RP et le mutant 57RP-98 pour accéder aux hydrocarbures. 

7.2. l. Hydrocarbures liquides 

Les alcanes linéaires de haut poids moléculaire tels que ceux ayant été Ctudiés au cours 

de ce projet sont trop insolubles pour que la portion dissoute permette la croissance 

microbienne. Nos résultats indiquent que l'adhérence au substrat est un préalable 



essentiel à la croissance de la souche j7RP sur les alcanes liquides. En effet, la 

découverte que l'émergence de variants phénotypique très adhérents était nécessaire 

avant le début de la croissance. ainsi que l'absence de phase de latence des souches 

naturellement adhérente («Rapides»). appuient cette conclusion. La littérature prédit que 

seules la solubilisation ou I'émulsionnement en très fines gouttelettes peuvent suppléer à 

cette condition. Et en effet, l'addition du surfactant synthétique non-ionique Triton X- 1 O0 

i des cultures de j 7 R P  et 57RP-98 sur l'hexadécane a éliminé la phase de latence et 

permis une croissance exponentielle (résultats non-présentés). De plus. aucun variant S 

n'est apparu. ce qui confirme que la phase de latence est avant tout attribuable au temps 

nécessaire pour I'emergence des variants adhérents. Notons que le surfactant a été ajouté 

é une concentration finale inférieure é la CklC. et que par conséquent seule 

I'Cmulsionnement a pu contribuer à favoriser la croissance. Le Triton X-100 n'est pas 

mitabolisable par la bactérie. 

Les observations macro- et microscopiques ont montre que suite 3 la phase initiale 

d'adhésion. les cellules de j 7 R P  se détachaient puis se dispersaient dans le milieu, d o n  

que Ir mutant rhi-4 présentait une forte tendance a demeurer attaché. Dans les cultures de 

57RP. I'hcxadécane itait genénlement retrouvC sous forme d'une fine émulsion alors que 

S7RP-98 s'agglutinait et formait une enveloppe autour de grosses gouttes d'alcanes 

Cjusqu'à 5 mm diam.). La Fig. 7.1 résume bien la différence dans les modes de 

croissance. La durée irrégulière de la periode de latence est présentée par la courbe de 

chaque culture du duplicata. La dispersion des cellules de j7RP suivant la phase 

d'adhésion initiale est mise en Çvidence par l'accroissement rapide de la DO en 

comparaison avec les cultures de 57RP-98. Nous avons présenté au Chapitre 4 que l'écart 

entre les deux souches était en fait minime Ion de la croissance sur I'hexadécane (Fig. 

4.2 et 4.3). 
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Figure 7.1 Comparaison de la croissance de 57RP et S7RP-98 en cultures liquides avec 

I'hexadbcane. 

Chaque flacon de 250 ml contenait 40 ml BHf et O,S% (vlv) d'hexadecane. Incubation à 

26°C et 150 rpm. Les duplicatas sont prdsent6s. 

Malgr6 que leurs modes de croissance sur les liquides hydrophobes apparaissent 

fonciérernent difftirent. les souches productrices et non-productrices de biosurfactants 

atteignent des biomasses équivalentes. L'agrégation du mutant ne produisant aucun 

biosurfactant est illustrée a la Fie. 7.2 par une comparaison de la souche d'origine PG2Ol 

et des mutants rhl.4 U0299 et rhlB U0287. Les souches ont été cuItivées sur un autre 

substrat hydrophobe liquide, l'huile d'olive. On constate qu'à croissance égale, tel que 

démontré par la concentration totale en protéines cellulaires, la densité optique de la 

culture ensemencée avec le mutant rhl.4 U0299 est environ 35% plus faible que les 

CU ltures avec la souche d'origine ou celle produisant seulement I 'aeniwettine. 
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Figure 7.2 Comparaison de la croissance de PGZOl, U0299 et U0287 en cultures liquides 

avec l'huile d'olive. 

Chaque tube de 50 ml contenait 2 ml SWlllOF et 5% (vlv) huile d'olive. Incubation A 30°C et 

200 rpm. Arrët des cultures après 40 h d'incubation. 

L'emploi de modes d'assimilation diffkrents par 57RP et 57RP-98 a été confirme par une 

expérience utilisant le principe des bioréacteurs à deux phases liquides. Trois quantités 

différentes d'hexadécanr ( 5. 1 0. 15 pl) ont été diluées avec de l'huile de silicone afin 

d'obtenir un volume final égal de liquide hydrophobe (20 pl). puis les taux de 

minéralisation ont été compares. Le modèle de Westgate n (if. (1995) prédit que si les 

cellules obtiennent le substrat par contact direct avec la phase liquide immiscible 

(adhksion). un volume igal (donc une surface égale) dans tous les systèmes devrait 

résulter en des taux de minéralisation égaux. peu importe la concentntion du substrat 

~rssimilable. D'autre part, si les cellules acquièrent le substrat dissous ou solubilisé dans 

la phase aqueuse, alors le taux de minéralisation dépendra du taux de transfert de masse, 

et donc de la concentntion du substrat. La Fig. 7.3 montre que les taux de minéralisation 

maximaux atteints par 57RP ont augmenté parallèlement avec la proportion 

d'hexadécane. alors qu'ils sont demeurés essentiellement les rnzmes pour 57RP-98. Ces 

résultats appuient l'hypothksr que la croissance de 57RP-98 a surtout lieu a la surface du 



substrat liquide hydrophobe. et que par conséquent son taux de croissance est contrôlé par 

la surface de contact. La souche d'origine. quant a elle, semble croître surtout en 

suspension. Le taux de minéralisation maximal de la culture 57RP avec 15 pl 

d'hexadkcans n'est pas aussi élevé qu'attendu. ce qui pourrait s'expliquer par la 

saturation de la voie cataboliquc. 
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Figure 7.3 Comparaison des taux maximaux de minéralisation de I'hexadécane par 57RP et 

S7RP-98 en système à deux phases liquides. 

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 14 ml BHf et 20 pl d'un melange 

d'hexadbcane et d'huile de silicone. Incubation a 25% et 150 rpm. 

Si. après la phase d'adhésion initiale. les cellules de 57RP se retrouvent en suspension, 

elles doivent alors acquérir I'hexadécane par l'assimilation de micro-gouttelettes 

(Cmulsion fine) ou de micelles. probablement le produit d'une activité de biosurfactants. 

L'hcxadCcanr ainsi rendu hautement biodisponible pourrait aussi suppléer 3 l'incapacité 

de 57RP-98 à produire des rhamnoiipides si les deux souches étaient cultivées ensemble 

(culture mixte). Nous avons vérifié cette hypothèse en cultivant les souches dans deux 

bouteillrs connectées par un pont séparé par une membrane de Nylon (pores de 0.2 pm 

rmpikhant le passage des bactéries). La Fig. 7.4 montre une croissance équivalente des 



deux souches. ce qui suggère que 57RP a aidé 57RP-98. L'hexadécane dans la bouteilles 

ensemencée avec 57RP-98 n'était pas plus ~mulsiomé que dans les cultures séparées 

habituelles. suggérant que le mutant rM.4 ait aussi assimilé de l'hexadécane provenant de 

l'autre bouteille. L'absence d'émulsion dans Iü bouteille 57RP-98 suggére que 

I'«accommodation» de I'hexadécane n'était pas le résultat de la formation de micelles par 

57RP (nous avions préalablement vérifié dans un système abiotique que les 

rhamnolipidrs pouvaient tnverser les pores du filtres et produire une émulsion dans la 

bouteille opposée). Rappelons que nous n'avons pas détecté de rharnnolipides dans les 

cultures en BHf (par Ic test colonmétrique). ce qui n'a pas empêché 57RP d'être 

avantagée (Chapitre 4). Nous postulons que d'autres molécules tels des lipopeptides ou 

des LPS provenant de la membrane cellulaire sont relbchis par la bactérie pour produire 

ou stabiliser l'émulsion. La présence de ces molécules est probablement Iiée ii la 

production des rhamnolipides. 

Figure 7.4 Comparaison de la croissance de S7RP et 57RP-98 en cultures liquides avec 

I'hexadécane. 

Chaque bouteille de 250 ml contenait 100 ml SWWtOF, 0,5% (vtv) d'hexadecane et une des 

deux souches. Incubation a 30°C et 250 rpm. 



tes biosurfactants de 57RP favorisent le ditachement des cellules adhérentes et associées 

1 un bioiilm (section 5.3). ce qui pourrait expliquer que les cellules se retrouvent en 

suspension dans les cultures sur I'hrxridecane. Cependant. les Fiç. 4.2 et 4.3 suggèrent 

que l'avantage de la souche d'origine se situe au début de la croissance. probablement 

lors de l'adhtision initiale. Nous avons explore cette hypothése en comparant 

I'hydrophobicité de 13 surface externe de cellulcs en conditions de production de 

rhamnolipides avec un substnt soluble. Tel qu'illustré 3 la Fig. 7.5. les cellules de 57RP 

sont devenues plus hydrophobes que celles de 57RP-98 au cours de la phase de 

croissance exponentielle. alors que la libération des rhamnolipides dans le milieu a 

coïncide avec une baisse plus importante de I'hydrophobicité. Les variations de 

I'hydrophobiciti. de la surface des cellules semble donc liée i la production des 

rhûmnolipides plutôt qu'à la croissance sur un substnt hydrophobe. Le mime phénomine 

a it6 iplrrnrnt observé dans des culturcs sur I'hexadicanc ( rksultats non-présentés). 

Anno ci d. ( 1996. 1998) ont propose que les rhamnolipides s'associent i la membnnc 

externe comme médiateurs de I'hydrophobiciti. Nous wons toutefois 0bsen.P que les 

rhamnolipides se retrouvaient trcs rapidement dans le milieu extnce llulaire après 

acti~ation de rhl.4 ( Fig. 5 - 2 8 ) .  
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Figure 7.5 Croissance (DO), production de rhamnolipides (RL) et suivi de I'hydrophobicitd 

de la surface cellulaire (MATH) de StRP et 57RP-98. 

Chaque flacon de 500 ml contenait 100 ml de SWlIlOF et 2% (ph) mannitol. 

L'hydrophobicité de la paroi externe des bactéries a ét6 déterminée par le test MATH. 

Nos observations nous amènent 3 proposer le modèle suivant pour la croissance de la 

souche d'origine sur les alcanes liquides: [I l  l'adhésion initiale des cellules à 

l'hydrocarbure liquide nhsssite I'imrrgence de variants S. et peut-être que 

I 'accroissement de l'hydrophobicité de la parois externe est favorisée par la synthèse des 

biosurfactants: [?) s'ensuit la colonisation de la surface des gouttes d'hydrocarbures 

(formation d'un biofilrn?): [3] puis se produit une diminution rapide de 

l'adhérence~hydrophobicité. suivi de la dispenion des cellules (coïncide avec un 

transformation de la membrane cellulaire lie à l'excrétion des biosurfactants ?), ce qui 

permet la colonisation d'autres gouttes d'hydrocarbure liquide disponibles: [a] lors du 

ditachement. les cellules abandonnent des morceaux de parois. biosurfactants, etc.. qui 
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favorisent et/ou stabilisent l'émulsion: [5 ]  finalement, la grande surface de contact et 

d'échange résultant de I'Çmulsion permet la croissance des cellules en suspension. 

Figure 7.6 W d l e  propose décrivant la croissance âe P. aerugimsa sur un alcane lindain 

liquide. 

En se basant sur le postulat que 57RP assimile l'hexadécane sous forme d'une émulsion. 

nous avons Cmis l'hypothèse quwempècher l'émulsionnement. par exemple par l'ajout de 

sol. devrait favoriser le mutant rhLi. En effet. la minéralisation de l'hexadécane présent 

dans du sable saturé de BHf a débuté plus rapidement par 57RP-98 (Fig. 7.7). Ce résultat 

suggère que la production de rhamnolipides ne soit pas nécessairement bénéfique pour la 

d@adation des hydrocarbures. 



Figure 7.7 Minéralisation de I'henadécane par les souches 57RP et 57RP-98 dans un 

a~lurrp .  

Chaque bouteille sérologique de 100 ml contenait 14 ml BHf, 14 g de sable de silice et 

0,05% (vlv) d'hexadécane. Incubation a 30% et 200 rpm. 

7.2.1.1. Est-ce que la production des rhamnolipides entraine la libthtion de 

LPS ? 

Nous avons postulé que les rhamnolipides affectent la membrane de la cellule. Migez rf 

ul. ( 1986) ont observé que P. urnrginosu ATCC 9027 çultiv6e sur I'hexadécane 

produisait 7j0/, moins de LPS. De plus. I'ajout de rhamnolipides a favorisé la perte de 

LPS chez P. urrziginosu (Al-Trihhan rr d.. 2000). Nous avons comparé la concentration 

de LPS dans les sumageants de PGIOl. U0287 et U0399 cultivées dans des conditions 

de production de biosurfactants. Pour ce faire, nous avons dosé l'acide 2-keto-3- 

Jeoryoctonique (KDO), une portion de I'oligosaccharide central des LPS grâce à la 

méthode standard par l'acide thiobarbitunque. telle que décrite par Al-Tahhan et ui. 

(2000). Aucune différence significative dans les concentrations de LPS n'a été détectée. 

Nous avons aussi demandé au Dr Joseph Lam (Université de Guelph. Ont.) d'analyser la 

composition des LPS de cellules de la souche d'origine et du mutant rhi-4. Les souches 



ont &té cultivées en conditions de production de biosurfactants sur le mannitol et des 

échantillons de biomasse ont tté récupérés avant (10 h). pendant (88 h). et après ( 1 64 h )  

l'excrétion des rhamnolipides. Les profiles mi_mtoires des LPS obtenus par 

dectrophorèse sur gel dénaturant (SDS) de polyacrylamide n'ont montrés aucune 

difftrence entre les deux souches (résultats non-présentés). 

7.2.2. Hydrocarbures solides 

Deux conclusions peuvent itre tirées des risultats obtenus sur les hydrocarbures sol ides. 

Premiérement. la croissance de la souche d'origine sur les n-alcanes à I'Ctat solide. et 

apparemment le phinanthrène. est favoris& uniquement lors de l'excrétion des 

rharnnolipides. Deuxiimernent. 1 'adhtrence semble faciliter l'assimilation car Iris souches 

dites «Rapides». qui sont plus adhérenteuhydrophobss. ont étC ;ivantagéérs (Fig. 1.1 5 ) .  

Cependant. l'absence d'une phase de latence et d'apparition de variants S suggkre un 

mode d'attachement diffirent que celui sur les hydrocarbures liquides. De plus. les 

observations ont montré que la plus -grande partie de la biomasse se retrouvait dispersée 

dans la phase aqueuse. Nous pouvons riconcilier ces résultats en proposant que la 

croissance s'r ffectue essentiellement 3 la surface de l'hydrocarbure mais que les cellules 

attachées sont en iquilibre dynamique avec les cellules en suspension. Cr rnkcanisme a 

éti démontré Ion de la croissance d'une souche de Psridomonus sp. cultii-ie sur Ir 

tktmcosane solide (Kinhner Zilber n dl.. 1980). Puisque la surface de contact pour les 

cellules reste plutôt constant pour une lonye période. la croissance résultante sen  

linéaire. ce qui a ité observi (Fig. 19 a 4.13). Finalement. la différence de taux de 

croissance entre les deux souches quand des rhamnolipides sont excrétés pourrait 

s'expliquer par une fngmentation des cristaux. ce qui résulterait en un accroissement de 

la surf= d'ichange et de contact disponible. 



Certains contaminants ne sont probablement biodisponibles qu'aux micro-organismes 

associés aux surfaces. Dans le cadre de projets de biorestauration. il pourrait donc 

s'avérer bénéfique de favoriser et sélectionner les bactéries adaptées aux substrats 

hydrophobes et sorbés. Ceci implique de ne pas considérer uniquement le potentiel 

catabolique des bactéries mais Cgalernent leur capacité d'accéder aux substnts peu 

biodisponibles. 

L'impact considérable de la croissance des bactéries sous forme de communautés 

multicellulaires adhérentes dans l'environnement a ite pendant longtemps sous-estimé 

autant par les microbiologistes que par les ingénieurs. La découverte d'un nouveau 

mkanisme employé par P. urnïginosu afin d'initier la formation d'un biofilrn est donc 

tris intéressante car elle offre une nouvelle approche 1 l'étude des biofilms chez cette 

espèce. Ceci permet igalement d'interpréter de faqon de tout à fait originale de 

nombreuses obsen-aiions inexpliqués au sujet des biofilms de P. ~enïginosu. Le fait que 

des phenoménes de variation phénotypique similaires soient impliqués dans le 

dtiveloppement des biofilms chez de nombreuses autres genres microbiens suggère 

l'universalité de tels mécanismes. 

Nos résultats indiquent que l'adhérence aux surfaces et la formation d'un biofilm 

constitue un mécanisme important d'accession aux substnts hydrophobes. De plus, les 

biosurfactants semblent avoir un rôle à jouer dans le développement des biofiims. Par 

conséquent. l'emploi de surfactants synthétiques ou biologiques pourrait interférer avec 

les rnhnismes microbiens naturels d'adhérence aux surfaces et formation de biofiims. 

Ceci pourrait contribuer à expliquer les nombreux problèmes rencontrés lors de 1 'emploi 

de surfactants pour favoriser la biodisponibilité et la biodégradation des composés 

organiques hydrophobes (Efroymson et Alexander. 199 1 : Harms. 1999: Stelmack et uL. 



1999). Nous déduisons qu'il pourrait être préférable de limiter l'utilisation des surfactants 

tant que leur impact sur la flore microbienne n'est pas mieux compris. 

L'impact divergent de la production des rhamnolipides sur la croissance avec les 

substrats hydrophobes solides ou liquides s'explique vraisemblablement par les modes de 

croissance différents utilisés par P. uwuginosu 57RP. La reconnaissance que l'état 

physique des pol luants-cibles influence radicalement le mécanisme d'assimilation 

employi par les micro-organismes est une observation fondamentale qui devra Étre 

considiree tors de I'ilaboration de procides de biorestauntion. 



CHAPITRE 8. CONCLUSION ET RECOMMENDATIONS 

S. 1. CONCLUSION 

L'objectif de ce projet de recherche consistait à préciser le mode d'accession utilisé par 

P. rwniginosu afin d'assimiler les hydrocarbures aliphatiques et polyaromatiques. Deux 

mécanismes physiologiques ont été itudiés : [ I l  I'hydrophobicité de la surface cellulaire 

et adhérence aux substnts et [2] la production de biosurfactants. en particulier les 

rhamnolipides. Plus spici fiquement. nos objectifs visaient à confirmer que la production 

de rhamnolipides facilite la croissance de cette bactérie sur les alcanes liquides et virifier 

s'ils favorisent aussi l'accession aux hydrocarbures 3 l'état solide. De plus. nous voulions 

investiguer l'implication potentielle des biosurfactants dans les changements 

d'hydrophobicité de la surface cellulaire. 

Nous avons trouve que P. urn~gino.su produit une autre classe de biosurfactant en plus 

des rhamnolipides. l'aeniwettine. Nos résultats démontrent clairement que P. ueniginusu 

ne produit pas les biosurfactants dans le but précis de faciliter l'assimilation des substnts 

hydrophobes. Ces biosurfactants apparaissent plutôt impliqués dans l'interaction de la 

bacdrie avec Irs surfaces. En effet. nous avons observé que P. rlenginusu nécessite la 

production de I'aeruwettine et des rhamnolipides afin de coloniser les surfaces par la 

motiliti de type «swanning». Nos résultats indiquent également que ces biosurfactants 

sont impliques dans le ditachement rtlou la dispersion des cellules associées à une 

surface sous forme d'un biofilm. 

De nombreux rôles ont été attribues aux rhamnolipides mais une fonction comme 

modulateurs de l'adhérence n'a jamais Cté rapportée auparavant. II est cependant de plus 

en plus ivident que les bactéries produisent des molécules extracellulaires amphiphiles 

afin de réguler leur adhésioddésadhésion aux surfaces (Neu. 1996) et que ces molécules 

sont aussi impliquées dans la motilité de type «swarming». Ce type de motilité est mai 

compris mais la possibilité qu'elle participe au développement des biofilms est plausible. 



Nous proposons que la production de biosurfactanis. la motilité de type «swarming» et le 

développement d'un biofilm soient des phénoménes interdépendants chez P. uenrginosu. 

La régulation de la synthkse des rharnnolipides par le système de sibmalisation 

intercellulaire suggère 1 ' irnpl ication des biosurfactants dans un processus multice llulaire. 

Des bactéries dont les systèmes de communication interceilulaire ont été inactivés 

croissent nomdement dans des conditions de laboratoire standard mais sont 

désavantages dès qu'une action concertée est nécessaire. L'importance d'une telle 

coopération pour l'assimilation d'un substrat hydrophobe est démontrée par le 

ralentissement de la croissance sur l'hexadécanr beaucoup plus prononcé d'un mutant 

rhlR que d'un mutant rhl:! ( Beal et Betts. 2000: Ochsner et uL. 1994b: Shreve et ul.. 

1995). 

Nous concIuons que Ic principal mécanisme physiologique utilisk par P. urnrginosu 

57RP pour initier la croissance sur les substrats hydrophobes. comme chez la plupart des 

autres micro-organismes. consiste 3 s'attacher ii la surface et. vnisemblablement. 

assimiler la source de carbone directement 3 I'intertàce. La bactérie favorise ce mode de 

croissance en facilitant la formation d'une émulsion. et probablement la dispersion des 

substrats solides. 

S.?. RECOblh.l.WDATIONS ET PERSPECTIVE 

Les travaux etrectués dans le cadre de ce projet de recherche ont tlargi notre 

compréhension de plusieurs phénomènes. certaines questions restent en suspend. .4insi, 

d'autres expériences seront nécessaires avant de pouvoir conclure sur le rôle des 

rhamnolipides dans l'assimilation des hydrocarbures solides et sorbés. La comparaison 

avec un mutant rh2.4 semble l'outil idéal afin d'élucider le mécanisme d'acquisition des 

hydrocarbures et comprendre comment agissent les biosurfactants pour moduler 

1 'adhirencc. I 'h ydrophobicité de la cellule. etc. De plus. l'importance de l'aeruwettine 

pourra 5tre Ctablie avec un mutant rhlB. 



~videmrnrnt. plusieurs nouvelles questions se posent : 

Quelle est l'importance réelle des biofilms formés in situ dans la biodégradation des 

polluants peu biodisponibles '? 

Quel est la fonction de la motilité «swanning» et quel rôle jouent les biosurfactants 

dans ce mode de motilité '? 

Quelle est la diffirence dans les mécanismes employés par P. uenginosu afin 

d'assimiler les substnts hydrophobes liquides et sol ides ? 

Est-ce que toutes les souches de P. urniginosu forment des vanants S ou uniquement 

celles naturellement peu adhérentes '! Quel est Ir mécanisme contrôlant la formation 

des variants S ? 

Comment s'explique la différence phénotypique entre les souches Rapides et les 

souches Lentes ? 

Est-ce que l'inactivation du g6ne ritl.4 3ur3 le mème effet sur une souche 

naturellement adhtrente («Rapide») '? 

Une meilleure comprkhension des processus naturels en jeu dans un site contaminé. en 

particulier les facteurs limitant la biodisponibiliié ainsi que les modes d'accession 

microbiens. permettront de rendre la biorestauration plus largement applicable. Nos 

travaux indique que la conviction largement répandue d'un fonction des biosurfactants 

comme agents de solubilisation des substrats hydrophobes devra etre reconsidérée. 

D'autre part. la pleine reconnaissance de I 'importance prépondirante du développement 

des micro-organismes sous forme de biofilms dans le milieu naturel constinie un 

avancement majeur qui devrait toujours être intégré à la conception des procédés de 

biorestauration, 
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ANNEXE 1. .AUTRES ARTICLES PUBLIÉS OU SOUMIS POUR PUBLlCATlON 

TRAVAUX EN COLLABOIWTION SUR LES BIOREACTEURS À DEUX PHASES 

LIQUIDES 

Optimization of high-molecular-weight polvcvclic aromatic hvdrocarbons' de.rr;idation in 

a two-liciuid-phase bioreactor, 

Marcoux. J.. Déziel. E.. Villemur. R.. Ltpine. F.. Bisaillon, J.G. et Beaudet. R. (2000). 

&pl. Microbiol., 88,655-62. 

Abstract 

A microbial consortium degrading the hi&-molrcular-weight polycyclic arornatic 

hydrocarbons (HMW P.4Hs) pyrenr. chrysene. benzo[u]pyene and perylenr in a two- 

liquid-phase reactor \vas studied. The highrst PAH-degading activity was obscned with 

silicone oil as the water-irnmiscible phase. Z.Z.4.1.6.8.S-liep~ethylnonûne. paraffin oil. 

hexadecane and corn oil were much less or not efficient in improving PAH degradation 

by the consortium. Addition of surfactants (Triton X- 100. Witconol SN70. Brij 35 and 

rhamnolipids) or Inipol EAP12 did not promote PAH biodegradation. Rhamnolipids had 

an inhibitory effect. Addition of salicylate. benzoate. 1-hydroxy-2-naphtoic acid or 

catechol did not increase the PAH-degrading activity of the consortium, but the addition 

of low-molecular-weight (LMW) PAHs such as naphthalene and phenanthrene did. In 

these conditions. the degradation rates were 27 mg L-' d-' for pyrene. 8.9 mg ~ - ' d + '  for 

chrysene. 1.8 mg L-' d" for benzo[a]pyrene and 0.37 mg ï' d" for perylene. 

Microorganisrns from the interface were slightly more effective in degnding PAHs than 

those fiom the aqueous phase. 



Two-li~uid-phase slurrv bioreactors to enhance the degndation of hi&-molecular-weight 

polvcvclic aromatic hvdrocarbons in soil. 

Villemur, R.. Déziel. E.. Benachenhou, A.. Marcoux. J., Gauthier. E.. Lépine. F., 

Beaudet. R. et Comeau, Y. (2000). Biotechnol. Proe., 16.966-972. 

Abstract 

High-molecular-weight (HMW) polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are pollutants 

that persist in the environment due to their low solubility in water and their sequestntion 

by soil and sediments. The addition of a water-immiscible, nonbiode-gradable, and 

biocompatiblc liquid. silicone oil. to a soil slurry was studied to prornote the desorption 

of PAHs from soi1 and to increase their bioavailability. First. the tnnsfer into silicone oil 

of phenanthrenr. pyene. chrysene. and benzo[u]pyrene added to a sterilized soi1 (sandy 

soi1 with 0.6j0/a total volatile solids) was measured for 4 days in three two-liquid-phase 

(TLP) slurry systerns each containing 30?6 (w/v) soil but different volumes of silicone oil 

(2.5%. 7.5%. and ljQ4 [viv]). Except for chrysene. a high percentage of these PAHs was 

tnnsferred from soil to silicone oil in the TLP slurry system containing 15% silicone oil. 

Rapid PAH tnnsfer occurred durinç the fint 8 h. probably resulting from the extraction 

of nonsolubilized and of poorly sorbed PAHs. This was followed by a period in which a 

slower but constant tnnsfer occurred. suçgesting extnction of more tightly bound PAHs. 

Second. a HMW PAH-depding consortium was cnriched in a TLP sluny system with a 

microbial population isolated fiom a creosote-contaminated soil. This consortium was 

then added to three other TLP slurry systems each containing 30% (w/v) sterilized soi1 

that had bcen artificially contaminated with pyrene. chrysene, and benzo[u]pyrene, but 

different volumes of silicone oil (10% 200%. and 30% [vh]). The resulting TLP slurry 

bioreacton were much more efficient than the control sluny bioreactor containing the 

same contaminated soil but no oil phase. In the TLP slurry bioreactor containing 30% 

silicone oil. the rate of pyrene degradation was 19 mg L '' day -' and no pyrene was 

detected after 4 days. The dekgadaiion rates of chrysene and benzo[rr]pyrene in the 30% 

TLP sluny bioreactor were. respectively. 3.5 and 0.94 mg L -' day -' . Low degndation of 



pyrene and no signifiant degradation of chrysene and benzo[a]pyrene occurred in the 

sluny bioreactor. This is the fint report in which a TLP system was combined with a 

slurry. 



TRAVAUX EN COLLABORATION SUR L'ANALYSE DES BIOSURFACTANTS 

PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

Lisuid chromatomphv/mass spectrometrv analvsis of mixtures of rhamnolipids 

produced bv Psn~hrnonus uenrui>zoscr stnin 57RP rrown on mannitol or naphthalene. 

Biochim. Biophvs. .Acta. 1440.2.11-252. 

Abstract 

Liquid chrornatogaphyimass spectromety using electrospray ionisation was 

Deziel. E., Lépine. F.. Dennir. D.. Boismenu. D.. Marner. O.A. et Villemur. R. (1999). 

used 

to analyse rhamnolipids produced b y a Psriidt~rnonus cirn@nosu stnin with mannitol or 

naphthalene as carbon source. Identification and quantification of 28 different 

rhamnolipid congrners was ticcornplished using a reverse-phase Cis column and a 30 min 

chromatographie run. Isomeric rhamnolipids that were not chromatogaphically resolved 

could br identified by interpretation of their mass spectn and their relative proportions 

estimated. The most abundant rhamnolipid produced on mannitol contained two 

rhamnoses and two 3-hyâroxydecanoic acid groups. The most abundant rhamnolipid 

produced from naphthalene contained two rhamnoscs and one 3-hydroxydecanoic acid 

goup. 



blass spectrometrv monitoring of rharnnolipids from a wowing culture of Pseuciurnonus 

ueni.gino.su strain 37RP 

Déziel. E.. Lépine, F.. Milot. S. et Villemur, R. (2000). Biochim. Biophvs. Acta, 1485. 

Wr developd a rapid and simple pro1 erise and 

quantify rharnnolipids in liquid cultures. The various rhamnolipids produced by gowing 

cultures of Psntciornonus urncginosu were measured using liquid chromatography/mass 

spectrometry. The culture supernatant was injectrd directly. without prior purification, in 

3 HPLC equipped with Cis reverse-phase colurnn. This method has allowed us to 

prrcisely monitor the complet<: profile of rhamnolipid congeners produced by a 

Psetitiornonus tirn;gino.w stnin during a two weeks cul tivation period. In order to 

shorten the cindysis time. rinother method was dcvcloped which did not require 

chrornatogaphic sepantion of the rhannolipids prior to their detection. Total 

quantification of rhamnolipids using the direct infusion mrthod gave results in good 

agreement wi th those obtained with prior chromatognphic separation. These hvo 

methods were very well correlatcd with the standard colorimetric orcinol method. The 

data indiceted that the V ~ ~ O U S  rhamnolipid congeners are secreted at the same time. and 

that their relative proportions remain unchanged during growth. 



L C N  S detection of the 3-(3-hvdroxv-al kanov1oxv)-al kanoic acid rxecursors of 

rhamnol i ~ i d s  in Pseiitiunlonus arni_uinasu cultures 

Lepine. F. .  Déziel. E.. M o t .  S. et Villemur, R. (2001). J.  Mass Soectr., Soumis pour 

publication. 

Summary 

.A series of pseudomolecular and fragment ions attnbuted to 3-1 3-hydroxy-alkanoy1o'ry)- 

alkiinoic acids (Hh4s)  were detectcd by liquid chromatography/mass spectrometry 

among the rhamnolipids obsrned in a Psriidomonus uenrginosu stnin j7RP supernatant. 

The fragmentation mechanism leading to the formation of the fragment ions was 

drtcrmined by a deutenum exchange cxperirnent and by usine a standard HAA mixture 

obtaincd frorn the mild ncidic hydrolysis of rhamnolipids of known composition. The 

structure and the response factor of these free HAAs were determined. The HAAS 

rclativc composition differs between free HAAs and thosr presrnt in rhamnolipids. the 

former being cnrichrd in lowrr rnolecular weight conçeners and depleted in the heavirr 

ones. Within an isometic pair. the isomer with the shonest 3-hydroayalkaloyl residue at 

the hydroxyl end was more ablindant than the one with the heavicr 3-hydro.uyalkaloyl 

ûcid û t  this position. and the ratios of their relative sbundances were similar for free 

HAAs and those in rhamnolipids. Experiments with deuterium labelled rhamnolipids 

demonstrrited that free HAAs are pan of a pool used for rhamnolipid biosynthesis and are 

not rhamnol ipid de_mdation products. 



ETUDE DE LA PRODUCTION DE BIOSURFACTANTS PAR DES SOUCHES 

BACTERIENNES METABOLISANT LES HYDROCARBURES AROMATIQUES 

POLYCYCLIQUES 

Memoire de  maitrisr en microbiologie app1iqui.e présenté par Éric Déziel à l'Institut 

Armand-Frappirr. Université du Québec (mai 19%). 

SObIbf AIRE 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques ( HAP) sont des polluûnts organiques 

largement distnbuks dans l'environnement. Ils représentent un risque élevé pour la santé 

et il est donc nkcçssaire (le restaurer les nombreux sites contaminés. Les technologies de 

traitements biologiques utilisant le potentiel des micro-organismes 1 dégrader une grande 

variCtC de substances organiques présentent plusieurs avantages sur les technologies 

physico-chimiques traditionnelles. Cependant. la restauration d'un site contamini par des 

HAP est lirnitK par In faible biodisponibilité de ces polluants hydrophobes et non- 

polaires. L'addition de surfactants permettrait d'au_mrnter la solubiiisation. la 

mobilisation et possi blement la biodé-pdation des polluants. Cependant, les surfactants 

synthétiques possèdent plusieurs disavantages qui rendent leur utilisation problématique. 

Les surfactants produits par des micro-organismes pourraient alors constituer une 

alternative nouvelle et intéressante. 

Le but de ce projet consistait a isoler des micro-organismes dégradant des HAP et a 

dkterminer s'ils pouvaient produire des biosurfactants en utilisant des HAP comme 

substrat. Pour ce faire. des bactéries isolées de sols contaminés par des hydrocarbures ont 

premiirement été criblées pour leur capacité à former des zones d'éclaircissement sur des 

géloses recouvertes d'un mince film de HAP pulvirisés. Des 84 souches bacteriemes 

obtenues de la Sablière Thouin, un site ayant requ des quantités importantes de résidus 



pétroliers au cours des annees '60. 34 dégradaient ou transformaient au moins un HAP. 

L'Ctude du profil catabolique de ces souches nous a permis de déterminer que 23 d'entre 

elles. identifiées comme des P.setctionronus fluorescents. pouvaient croître avec un HAP 

de deux ou trois cycles aromatiques comme seul substrat. Elles pouvaient igaiement 

transformer I'indole en indigo, une indication de la présence d'une activité de la 

nap htalkne dioxvrénase. d - L'addi tioo de salicy late n'induisait la biodégradation des HAP 

que chez les souches de P. uerzginosu. Aucune des bactéries isolées de la Sabliére 

Thouin n'ont pu dégrader les HXP comportant plus de trois anneaux aromatiques. Afin 

d'isoler des micro-organismes pouvant degradsr des HAP de plus haut poids moléculaire. 

des bactéries provenant d'un sol prilevé i la base de poteaux de bois traités a la créosote 

ont C t i  criblées selon la m2thode par pulverisation. Des isolats bactkriens obtenus. deux 

souches identifiées comme des Sphingontonus sp. ont demontré la capacité de dégrader le 

tluonnthéne. Ir pyrinr et Ir benz[trjanthndne. des HAP de quatre cycles aromatiques. 

Ces deux Sphinyornonus cultivées avec Ic dextrose ou une mixture de HAP produisaient 

un bioérnulsifiant. mais pas de biosurfactant. 

Parmi les 23 souches de Thouin capables de croître sur les HAP. les neuf P. uenrginosu 

et un P. puiidtr pouvaient produire des biosurfactants en utilisant des substrats solubles 

comme le dextrose et le mannitol. ou un HAP comme le naphtalène. Nos observations 

sugçérent qu'il s'agisse de rhamnolipides. le biosurfactant anionique habituellement 

sécrété par P. urnrgino.su. Un milieu de culture pauvre en fer favorisait la production de 

biosurfactants. Nous avons observé qu'une activité imulsifiante. possiblernent 

indépendante des rhamnolipides. se manifestait lors des cultures effectuées pour la 

production de biosurfactants. L'étude détaillée de la croissance et de la production de 

biosurfactants à partir du naphtalène a également permis de constater que 

I'hydrophobicité de la paroi cellulaire variait dans le temps. 

Des micro-organismes croissant sur les hydrocarbures aliphatiques secrètent des 

biosurfactants a des bioemuIsifiants. ce qui facilite l'utilisation des substrats 



hydrophobes. Cependant. l'isolement de bactéries produisant des biosurfactants lors de la 

croissance sur des HAP représente un aspect nouveau par rapport aux travaux déjà 

publiés. Une meilleure compréhension des mkcanismes microbiens responsables de la 

dégradation des HAP itant essentielle ji I'amélioration des bio-traitements. les résultats 

obtenus contribuent i faire avancer les connaissances dans le domaine. 




