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Un moyen de diminuer I'impact environnemental délaication du nylon
serait d'éviter la production chimique de I'aciddipique en le produisant
via la valorisation de ressources renouvelablegniine) et I'utilisation de
microorganismes. Des lors, ce travail repose surdeherche de souche(s)
bactérienne(s) ayant les capacités de se dévelommars un milieu
contenant une grande quantité de benzoate, etatesformer le benzoate,
par voie enzymatique, en acide muconique. L'avantagt que l'acide
muconique peut facilement étre transformé par hgélnation en acide
adipigue a 3,5 bars et a température ambiante.

Mots clefs : nylon, lignine, acide adipique, acideiconique, benzoate,
catéchol, GC/MS.

A means to decrease the environmental impact ofimtreufacturing of the
nylon would be to avoid the chemical productiontlod adipic acid by

producing it via the valuation of renewable resas¢lignin) and the use of
microorganisms. Thus, the purpose of this worloisind bacterial strains

which are able to develop in the presence of adaggantity of benzoate,
and to transform enzymatically the benzoate intgonic acid.The benefit

is that muconic acid can easily be transformed imiipic acid by

hydrogenation at 3.5 bars and at room temperature.

Keywords : nylon, lignin, adipic acid, muconic acigenzoate, catechol,
GC/MS.
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1. Introduction
1.1. Contexte

La biotechnologie blanche a pour objet [l'utilisatiode ressources
renouvelables ainsi que de biomasse dans le byratiuire, a I'échelle
industrielle, des substances pouvant étre par i sdilisées dans les
industries.

Travailler avec des microorganismes et des enzyragset, a cette chimie
durable, de présenter une alternative aux éneffgiesiles trop souvent
utilisées dans les processus de productions clessiden effet, mettre en
place des technologies respectueuses de I'envinogmiefait partie de nos
priorités a ce jour.

Un exemple connu concerne la fabrication d’'une @natplastique, le nylon,
employé dans le domaine du textile. Le nylon 6f6uespolyamide obtenu
par polycondensation d’une molécule possédant deuxtions acides
('acide adipique) et d'une molécule possédant déomxctions amines
('hexameéthylene diamine). La synthése chimiquéatade adipique (fig.1)
se réalise par oxydation d’'un mélange de cyclohaxeyclohexanone par
I'acide nitrique. Néanmoins, ce processus rejetie pdotoxyde d’azote
gazeux (NO) dans I'atmosphére et par conséquent, cause peciméfaste
a I'environnement.

OH o) .
H o nllf.lg 0
Crude 2 2 + aci MOH
—_— _— —_—
:> © O " o]
benzene  cyclohexane cyclohexanol + NOx

cyclohexanone mixture
Figure 1 : Synthése chimique de l'acide adipiqde [1
Un moyen de diminuer I'impact environnemental derdaduction de nylon

serait d’éviter la production chimique d’acide adige et de le produire via
la valorisation de ressources naturelles renouledalComme matiere de
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départ renouvelable, nous pouvons citer 'exemgldadlignine provenant
de déchets industriels. Cette idée est trés premssit

En effet, la lignine est un polymere naturel (cdnant du bois par ex.) qui
est composé de motifs aromatiques. Elle peut ddne @égradée en
monomeres d’acides par voie enzymatique, biologiowehermique. Ces
petites molécules peuvent ensuite étre employéegepanicroorganismes
soit pour étre polymérisées et former des plasticpiedégradables, soit
pour étre converties en diverses substances istéres industriellement.
Dans notre cas, la lignine peut étre la source atbone permettant la
syntheése, via la biotechnologie blanche, d’acidépiqde ou plus

exactement d’acide muconique dont la structurgresthe.

1.2. Objectifs

Beaucoup de substances naturelles produites pdédamposition de la
lignine sont des dérivés phénoliques et des déded®cide benzoique [2].

Il est donc intéressant de rechercher des soudwsriznnes possédant un
métabolisme de dégradation de ces dérivés. Ceérlaacttilisent une voie
métabolique spécifique pour convertir l'acide bégme en acide
muconique par l'intermédiaire du catéchol [3].

L’intérét est que I'acide muconique peut étre fmiént converti en acide
adipigue par hydrogénation a 3,5 bars et a temyré&rambiante.

L'objectif de ce travail était de trouver différest souches bactériennes
ayant la capacité enzymatique de transformer l&adié¢nzoique en un
intermédiaire (le catéchol) qui sera lui-méme cotiven acide muconique.
Les conditions de fermentation microbienne devaérea définies de telle
maniere a visualiser la production de cet acidarbimxylique. Il était donc
primordial que les souches en question aient um@daroissance dans un
milieu contenant une grande quantité d’acide benmoi

Parmi les souches de microorganismes découveaqsdus$ intéressante a
été mise en culture batch en fermenteur afin de pcentdre son
fonctionnement aussi bien en termes de croissancen gtermes de
métabolisme. Des tests d’inhibitions enzymatiqued également été
effectués afin d’observer les effets d'inhibitiosar le métabolisme de
dégradation du benzoate.
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2.  Aspects théoriques
2.1. L’acide muconique

L’acide muconique ou acide hexa-2,4-dienoique Zjigest un acide
dicarboxylique linéaire a six atomes de carbonesgrtant deux doubles
liaisons. Sa formule brute esgizO,.

Sa structure du point de vue chimique impliquestcbastéréoisomeres :

o HO.__0O HO
3 NP OH (0] x OH
trans, trans cis, trans cis,cis

Figure 2 : L’acide muconique et ses isomeéres [4]

Les isomeres trans,trans et cis, cis possedentichaee application connue.
L'acide trans, trans muconique représente un inbéoéogique en tant que
métabolite de la dégradation du benzene chez I''mn3a détection dans
l'urine constitue un marqueur de I'exposition aunziee dans
I'environnement du patient [5].

L’acide cis, cis muconique, quant a lui, provieng¢ th dégradation
microbiologique des molécules organiques aromasiqu@penzene,
toluéne,...) présentes dans l'environnement via uoe métabolique
spécifigue. En effet, la bioremédiation est unehmégue consistant a
favoriser le développement et la croissance desomrganismes dans les
milieux pollués (sols, effluents,...) afin d’'améliort de favoriser au mieux
les processus de dégradations biologiques desasigiast polluantes [6].

2.2. Le métabolisme de dégradation des composés aromaigs en
aérobie

La dégradation aérobique des composeés aromatiguizst €n deux étapes
importantes. La premiere consiste en I'oxydationcgcdle benzénique afin
de le fragiliser, puisqu’il est trés stabilisé p&@nergie de résonance
provenant de la délocalisation des électrons. Laxidee consiste a
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'ouverture du cycle et aux transformations sudeess conduisant au
métabolisme central cellulaire [2]. Nous avons geasbenzoate (fig.3)
comme molécule test tout au long de ce travailui@glpénetre dans le
microorganisme par l'intermédiaire de transporteagtfs situés au niveau
de la membrane. L’hydroxylation du cycle benzénigi@me un
intermédiaire réactionnel nommé le catéchol. Canidempeut ensuite étre
clivé enzymatiquement de deux manieres différeRtassyvoir :
 le clivage en méta, catalysé par la catéchol-Z3ydjénase
produisant un composé semi aldéhydique non intgngsst
* le clivage en ortho, catalysé par la catéchol-1o2ydjénase
produisant I'acide muconique qui est notre compbisdérét.

La derniere étape du schéma en figure 3 considie teansformation de ces
deux molécules en substituants utilisables par ééabolisme énergétique
du microorganisme.
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Figure 3 : Métabolisme de dégradation du benzoataérobie [7]



24

3. Résultats

3.1. Recherche de souches productrices d’acide muconique partir
de benzoate

Les buts de cette expérience ont été :
» de rechercher parmi les souches préalablementtiséle¢es, celles
ayant la capacité de croitre facilement en présdadmenzoate,
» de rechercher la concentration maximale en benzazhtessible par
les différentes souches, et
» de rechercher des souches produisant de I'acidemuue.
Remarque Comme I'acide muconique est un métabolite interaiéelidans
le métabolisme de dégradation du benzoate (fig:@phsence de pic
chromatographique de production de cet acide mefi@gas forcément que
la souche en question est non productrice. De itel'fabservation de la
présence d’acide muconique permet de confirmerees’dssurer que la
souche en question est productrice.

Les différentes étapes de I'étude

Nous avons consulté la littérature afin de troud®s espéces de
microorganismes susceptibles de dégrader les cammrematiques dans
I'environnement.

Les souches en question sont mentionnées darddadal ci-dessous :

Acinetobacter radioresistens Clostridium kluyveri
Arthrobacter globiformis Clostridium sporosphaereid
Arthrobacter oxydans Desulfobacula toluolica
Aureobasidium pullulans Frateuria aurantia
Butyrivibrio fibrisolvens Pseudonocardia autotropai
Rhodococcus opacus Sphingomonas

haloaromaticamans
Rhodococcus erythropolis Trichococcus palustris
Ruminococcus albus Wolinella succinogenes
Ruminococcus flavefaciens

Tableau 1 : Liste des souches a tester
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Tous ces microorganismes sont présents dans l@mement (sols, eaux,..)
et aussi dans des milieux pollués. lls peuvent ldés, participer a la

bioremédiation des sites pollués. lls ont des fonstdans I'environnement
telles que la dégradation de composés aromatiqaedégradation des
phénols, de la cellulose, de la lignine.

Les souches sont sous forme lyophilisées dans ogmwes en verre
provenant de [I'entreprise DSMZ (Deutsche Sammlungon v
Mikroorganismen und zellkulturen GmbH). Ces soucbes d’abord fait
I'objet d’'une « ressuscitation ou retour a I'étaltivable» et ensuite d’'un
isolement sur boite de pétri (Nutrient AYaEnfin, une colonie est placée
en culture en milieu liquide dans un milieu nutrdti33°C avec une agitation
de 100 rpm pendant 48h.

A partir des boites de pétri, au départ d’'une delame coloration de Gram
est réalisée afin de pouvoir mettre en évidenceptepriétés de la paroi
bactérienne, et afin d’observer les difféerenteckes au microscope.

A partir du milieu liquide, chaque souche a fadbfet d’une culture sur
microplaque 24 puits (fig.4) a 33°C avec une agitatle 250 rpm pendant
48 a 72h. Chaque souche a été mise en présencendlien de culture
appelé Minimal medium (inspiré de la littératurd)[@t de différentes
concentrations en acide benzoique sous forme deoadende sodium (4
essais pour chaque concentration testée allant ae5Qy/l de benzoate).
Apres 48h de croissance, une mesure d’absorbance etnalyse de chaque
puits de la microplaque ont été effectuées.

Figure 4 : Microplaque de culture du system Duéiz [

! Le Nutrient Agar est un milieu nutritif constituBextrait de viande, de peptone, de
chlorure de sodium, d’extrait de levure et d’agar.
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Le Minimal medium est constitué :

» d’'une source de phosphore et de potassium venagHiRO,

» d’'une source d’azote et de soufre venant dusjp8O, et de MgSQ

« d'une source de vitamines, d’azote et de quelqudgsaccharides
venant de I'extrait de levure,

* de fer venant de FegLlouant le role de cofacteur de I'enzyme
(catéchol-1,2-dioxygénase) catalysant la converdiorcatéchol en
acide muconique. L’'EDTA ajouté améliore la soldadtion du fer
dans le milieu,

e dune source de carbone venant de l'acide sucanigt de
différentes concentrations en benzoate de sodiootéesgs.

Apres culture sur microplaque, les échantillons défrents puits sont
d’abord dérivatisés a l'isobutylchloroformate. Ratte technique, I'acide
muconique est transformé en un ester constitué el dyroupements
isobutyl. Apres extraction des esters a l'aide ddmtvant d’extraction (le
t-butyl méthyl éther), ce dernier est évaporé stdemposés a doser sont
remis en solution dans un solvant de récupératilamtigue au solvant
d’extraction. L'échantillon est finalement injectétau GC/MS
(chromatographie gazeuse couplée a la spectrondétrnieasse).

La méthode SIM (Selected lon Monitoring) a été ea@é pour la détection
du composé dintérét. Cette meéethode permet de tg@l@er certaines
masses caractéristiques, augmentant des lors $ébiiéd de la détection.
Les masses caractéristiques choisies pour [l'acidecomque sont
spécifiques et correspondent aux rapports m/z43 £1181.

Une analyse en GC/MS des différents puits montmrdaence ou I'absence
d’acide muconique produit par la souche. La présetiacide adipique
(standard interne) nous donne l'assurance du bantibmnement de la
dérivatisation, de I'extraction et de la récupénaiiles produits dérivatisés.

Remarque :Les conditions expérimentales (quantités de r&aajoutées)
ont été déterminées et fixées de telle maniére suras le bon
fonctionnement de la méthode. Une droite d’étalgena également été
réalisée dans la gamme de concentrations allari de0,166g/l d’acide
muconique. Celle-ci a conduit a la déterminatios tenites de détection
(Cs/Ci=0,072) et de quantification (Cs/Ci=0,240% (&ant la concentration
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en acide muconique et Ci la concentration en aatifigique valant 0,166/l
(standard interne)).

Le standard interne choisi, a savoir I'acide adipiga répondu a plusieurs
exigences :

molécule non endogéne (non produite par le micerusgne lui-
méme),

molécule de structure semblable au composé a dosavoir I'acide
muconique,

molécule qui posséde un pic chromatographique Ibésolu et
suffisamment grand en termes de hauteur pour peenset détection
et son identification visuelle immédiate.

Au terme de ces étapes, les souches intéressagnesemt respecter les
critéres suivants :

une structure simple afin de permettre une staigkdidn aisée lors
des expériences (les champignons et actinomyceids des lors
proscrits),

un milieu de culture enrichi simple ne contenant pi@ sources
carbonées trop complexes,

une bonne croissance dans un milieu minimal enepaes d'une
haute concentration en benzoate (substrat métébais acide
muconique),

une production d’acide muconique détectable paM=sC/

Résultats concernant la souche Acinetobacter radgistens

Acinetobacter radioresistensest une bactérie aérobie du genre
Acinetobacter. La culture sur boite de pétri mowkes colonies incolores,
de forme ronde, d’aspect lisse et brillant. Cetaetérie Gram négative
s’organise en bacilles groupés pouvant former detes chaines. La souche
en question possede un temps de croissance ragieuwh milieu liquide
enrichi. En effet, 24h d’'incubation a 33°C suffispour obtenir une densité
optique d’'une unité (valeur utilisée pour la staddation de la quantité de
bactéries lors de la culture en microplaque).

Apres 48h d’incubation de la microplague a 33°C, debissance
d’Acinetobacter radioresistena principalement révélé un développement
dans les puits ayant les concentrations de 0,10,8,et 4 g/l en benzoate.
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L’absorbance des puits augmente au fur et a mesufaugmentation de la
concentration en benzoate présent, cela montrdaghactérie est capable
d’utiliser cette source de carbone afin de croitre.

Notons que, cette souche est capable de se déeel@més 3 jours
d’incubation, dans les puits ou 5 g/l de benzoatd présents. Le milieu
prenait une coloration brunatre de plus en plugefau fil des jours. Le
métabolisme de dégradation du benzoate et de fammde catéchol de
cette bactérie est donc bien visible.

Apres analyse par GC/MS des puits, nous avons téétet pic d’acide
muconique a 13,7 minutes dans un puits ayant uneeodration de 4g/l de
benzoate (fig.5). De plus, l'observation de [Iab=sendun pic
chromatographique de benzdatins le puits est la preuve que ce dernier
est consommé par la souche et est bel et biesépour former I'acide
muconique.

(:1,000,000)

1 I

) Acide ‘ X , |
A adipique A01d.e
muconique S~
ERVIRY >

BYR'A X [~
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Figure 5 : Chromatogramme du puits a 4g/l de betegacinetobacter

radioresistens)

I

Aprés 6 jours dincubation de la microplague, Ensité de croissance
d’Acinetobacter radioresisteren présence de benzoate a 4g/l et a 59/l a été
suffisante afin de réaliser des tests complémesaiAcinetobacter
radioresistensest une souche capable de se développer facilegtent
rapidement en présence de benzoate. Il est dofregsiant de poursuivre les
recherches a partir de cette souche.

Néanmoins, la quantité produite d’acide muconigae lp souche est trés
faible (quelques milligrammes) au point qu’elle siie en dessous de la

? L’absence du pic chromatographique du benzoate Y2rsninutes n'est pas
visible en fig.5, mais ce fait a pu étre vérifi& sun autre chromatogramme qui
n'est pas montré dans cet article.
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limite de détection de la méthode d'analyse (C9i(@i#2). D’'ou, des

repiquages successifs dans des volumes croissaritinimal medium en

présence de benzoate (5¢g/l) ont été réalisés adapter la souche choisie
au milieu de culture d’intérét. Cette adaptatiompexmis d’accroitre la
quantité d’acide muconique produite et d’atteindies concentrations
détectables par la méthode d’analyse.

3.2. Tests complémentaires réalisés avec la souchcinetobacter
radioresistens

Tests d’inhibitions enzymatiques

Le but de ces expériences d'inhibition consistait ohserver une
augmentation de l'intensité du pic chromatograpiide I'acide muconique
produit parAcinetobacter radioresistens

Afin de favoriser au mieux la production d’acidecuonique, deux enzymes
doivent étre inhibées (fig.6) :

» la catéchol-2,3-dioxygénase catalysant le clivage meéta du
catéchol conduisant a la formation d’'un composé mdéressant
(2-hydroxy muconique semialdéhyde),

e et la muconate cycloisomérase catalysant la cydisaen
muconolactone de I'acide muconique une fois q@ilgroduit.
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Figure 6 : Stratégie d'inhibitions sur le métabalis de dégradation du
benzoate [10]

Lors de cette expérience, deux inhibiteurs ont wtkksés a savoir, le
3-fluorocatéchol et le 4-méthylcatéchol réalisanust les deux des
inhibitions irréversibles des enzymes ciblées guré 6.

Exemple : Utilisation de I'inhibiteur 3-fluorocatélol

Cette expérience consistait a ajouter un inhibitedienzyme, le
3-fluorocatéchol. Celui-ci réalise une inhibitionsuicide » de I'enzyme
catéchol-2,3-dioxygénase. L'emploi de cette sulestainhibitrice a pour
conséguence le blocage du clivage en méta du achtdcbduisant le
2-hydroxymuconic semialdéhyde. En effet, l'inhidniti suicide est un
mécanisme ou l'inhibiteur forme un complexe stalec l'enzyme qui
inactive celle-ci de facon permanente. L'enzymeomgait l'inhibiteur
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comme son substrat et entame le processus de oabdifi de ce dernier.
Intervient alors une étape au cours de laquetidibiteur modifié devient
tres réactif et se lie de fagon trés stable ayiewmz

Dans notre cas, le 3-fluorocatéchol s’oxyde lorécge€ lie a I'enzyme, |l
devient alors un acide (acide 5-fluoroformyl pebté-diénoique) trés
réactif en présence de groupements amines de tiengyi devient inactive
irréversiblement [11].

De plus le 3-fluorocatéchol est converti par latéae en 2-fluoro-cis,
cis-muconate. Ce dernier est capable d’inhibertibacde la muconate
cycloisomérase. Le 2-fluoro-cis, cis-muconate arpdle de bloquer la
transformation de I'acide muconique en muconolaeton

Des bactéries de la souchAeinetobacter radioresistensnt été mises en
culture en microplaque en présence de benzoatd @gbe différentes

concentrations en inhibiteur 3-fluorocatéchol allde O a 3g/l. Le but était
de connaitre la concentration maximale en inhibieajouter dans le milieu
afin d’éviter la mort des microorganismes et afiobtenir un pic détectable
d’acide muconique. L'inhibiteur est ajouté a deuarnents différents ; 'un

des le début de la croissance et I'autre au caata droissance bactérienne.

La premiére étape consistait a déterminer la cdrefan maximale en
inhibiteur admissible par la souche bactérienneagutant différentes
concentrations en inhibiteur au démarrage de lssance bactérienne. La
concentration maximale admissible ou concentranonmale inhibitrice en
3-fluorocatéchol par la souche s’est révélée dg/D,1

La deuxieme étape consistait a observer les etfetibitions sur le
métabolisme de dégradation du benzoate en ajoutifiérentes
concentrations en inhibiteur en fin de croissaraxédrienne (environ 72h).
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Les figures 7 et 8 démontrent que I'ajout d’intebit permet de former
'acide muconique suite a l'arrét de la converside celui-ci en
muconolactone, ainsi que par I'inhibition du clieagn méta du catéchol.

: // /fﬂ/\\\ Acide
N A <= adipique
A p1q
, R
. [
REIAY B
13w1315 13.20 1325 13.30 1335 13.40 1345 132.50 1355 13.60 1365 12.70 1375

Figure 7 : Test 3-fluorocatéchol : Résultats degpen absence de
3-fluorocatéchol

ot I : : ;
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Figure 8 : Test 3-fluorocatéchol : Résultats deggpen présence de
3-fluorocatéchol

L’ajout de 3-fluorocatéchol est bénéfique pour leoduction d’acide
muconique. Ceci est la preuve qu'il existe des wvale dégradation de
I'acide muconique au niveau du métabolisme d’iritéré

Informations supplémentaires : En ce qui concemark inhibiteur testé, a
savoir le 4-méthylcatéchol, la souche est capdbleroitre en présence
d’'une concentration maximale en 4-méthyl catécleoD@3g/l. Au-dela de
cette concentration, il y a inhibition de la craisse bactérienne. Tout
comme le 3-fluorocatéchol, I'ajout de 4-méthylcatdcest bénéfique pour
la production d’acide muconique. Dans le métabaisie dégradation du
benzoate, une partie du catéchol subit un clivage ngéta, I'ajout
d’inhibiteur permet d’empécher I'action de la céigle2,3-dioxygénase.
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Culture en fermenteur de la souche Acinetobactedi@resistens

La derniere étape du travail consistait a réaligarulture dAcinetobacter
radioresistenglans des petits réacteurs de 200ml de Bge Gip(fig. 9) en
présence du Minimal medium et de 5g/l de benzoateene absence
d’inhibiteur. Ce systeme permettait d’'une part,cdatroler avec précision
I'aération, I'agitation et la température du milieud’autre part, de suivre au
cours du temps le pourcentage d’oxygene dissoptllet 'absorbance. Par
le biais des analyses, les évolutions du glucosd,agide succinique, du
benzoate et de I'acide muconique pouvaient étresnen évidence. Cette
manipulation avait pour objectif de mieux comprenikdr fonctionnement de
la souche choisie en termes de croissance et dbaotsme.

1. Condenseur

2. Sonde a Oz

3. Septum destiné
au prélévement

ou 4 I'ajout de
base ou d’acide

4. Contenanten
verre de
borosilicate

5. Entrée de
substrat

6. Sortie

7. Sonde pH

Figure 9: Réacteur Das Gip

A différents temps, des échantillons de la culmeété prélevés et chaque
échantillon a fait I'objet :
» d'une mesure d’absorbance a 600nm dans le buadertune courbe
de croissance,
 dune analyse GC/MS afin de visualiser et de qtiantila
production d’acide muconique au cours du temps, et
e de deux analyses HPLC (chromatographie liquide aiteha
performance) afin de visualiser et de quantifier tensommations
de benzoate, d’acide succinique et de glucose raetfa mesure de
la croissance bactérienne.
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La soucheAcinetobacter radioresistengrovenant de la firme DSMZ ne
consomme pas le glucose. Cette constatation a rneuvétifiée dans la
littérature (fig. 10).

Des souches Acinetobacter radioresistermt été isolées d’échantillons de
coton et de sol. La résistance aux radiations gamgté examinée sur trois
souches dont I'une est la souche que nous possgigns

RRA

Characteristic (3 strains)”

Assimilation of:
Citrate b
Malonate
L-Arabinose
L-Leucine

Acid from:
L-Arabinose -
D-Ribose —
D-Xylose -
D-Galactose —

[ p-Glucose —
D-Mannose —
L-Rhamnose -
D-Glucosamine -
Lactose -

Growth at 42°C +

Major fatty acids Cis:1» Cye:1s Creo

Guanine-plus-cytosine content of DNA (mol%) 44.1-44.8°

+ 1+ |

Figure 10 : Métabolisme d'Acinetobacter radioresist [12]

Les courbes a la figure 11 montrent que la bactéommencait a

consommer l'acide succinique aprés 1h d’adaptatlans le milieu de

culture. Apres 22h de croissance, les bactériesigsmient en phase
stationnaire (absorbance de 2,5 unités) et laitibid I'acide succinique est
assimilée (ce temps de culture correspondait égalemu moment ou le
pourcentage d’oxygéne dissout est au plus bas)ntQuabenzoate, il a été
converti en acide muconique par le métabolisme égratlation. Nous

avons observé une augmentation de la quantitéd#anuconique produite
et une diminution de benzoate significative jusqR2n de croissance. La
plus grande concentration d’acide muconique (3d)ragété détectée apres
22h de croissance. Au-dela de ce temps, I'acideomigue produit était

dégradé.
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Figure 11 : Evolution des différentes sources dibaeae (réacteur Das Gip)

Remarque Une mesure du poids sec de 5 ml de culture aéétisée dans
le but de connaitre le pourcentage d’'acide muceniguoduit. Au

maximum, 1 gramme de bactéries produisait 30 miiigmes d’acide
muconique soit presque 3% en masse, ce qui n'ssaecdotique.



36

4.  Conclusion et perspectives

Parmi les microorganismes sélectionnés, seulesoleshes aérobies ont été
testées, car la production d’acide muconique retlagrésence d’oxygene.
Les souches recherchées devaient étre capables paunde se développer
dans un milieu minimal en présence d’'une haute enation en benzoate
et d’autre part de produire de I'acide muconiquiectable.

Le tableau 2 est un récapitulatif des critéres d@ssance qui ont été
recherchés.

Souche Croissancd Croissance g Croissance d Production
a 33°C 33°C en 33°C en d’acide
dans présence présence | muconique
Nutrient | d’'une basse| d’une haute
broth concentration concentration
en benzoate| en benzoate
(Zg_]ll) (59_1/I)
Acinetobacter Oui Oui Oui Oui
radioresistens
Arthrobacter Oui Oui Non Non
globiformis
Rhodococcus Oui Oui Non Non
erythropolis
Rhodococcus Oui Oui Non Oui
opacus
Sphingomonas Oui Non Non Non
haloaromaticamans

Tableau 2 : Récapitulatif des criteres de croissarecherchés

Grace a ses capacités de croissance dans un rmodi@enant une haute
concentration en benzoate et de production d’asideonique, la souche
Acinetobacter radioresisterzssété retenue.

Certes, l'utilisation d'inhibiteurs d’enzymes esitdressante et bénéfique
pour la production d’acide muconique. Ceci démofigestence de voies
de dégradation au niveau du métabolisme.

Enfin, la souché\cinetobacter radioresistersst une bactérie aérobie non
consommatrice de glucose. Au cours des premieregehale croissance,



37

celle-ci consomme a la fois l'acide succinique et benzoate. La
consommation de benzoate se traduit par la pramtuctiacide muconique.
Ce dernier ne s’accumule pas dans le milieu ed esin tour dégradé par le
métabolisme énergétique.

Bref, la soucheAcinetobacter radioresistengst un microorganisme
intéressant pour la suite des recherches. Les airtedh étapes consisteront
a:
« optimiser la croissance bactérienne en présenceld’ auccinique et
tester d’autres sources de carbone,
« optimiser la production d’acide muconique,
« procéder a la mutagenése et l'analyse génétiqudadsouche
concernée afin de former des clones ayant une fapacité de
production et d’accumulation d’acide muconique.
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