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Avant-propos



Avant-Propos

Cher lecteur,

Vous voici a I'orée d’'un mémoire d’habilitation a diriger les recherches, dont I'objectif est
de revisiter ma vie d’enseignant-chercheur.
Mon application a été de vous rendre le moins fastidieux et le plus cohérent possible cet odyssée au
travers d’'une vingtaine d’années d’enseignements et de recherche qui ont été riches en interfaces et
évolutions. Dans un premier temps, un résumé de mon parcours comme enseignant et comme
chercheur sera complété par mes perspectives de recherche. Suivearnimohum vitae détaillant
exhaustivement mon cursus, mes enseignements, mes responsabilités administratives, mes activités
d’expertise et de conseil et survolant mes activités recherche, compilant mes encadrements et mes
publications-communications. Par la suite, je réaliserai un bilan plus approfondi de ma recherche. Je

conclurai par les perspectives de recherche que j'aimerais poursuivre dans les années a venir.

Débutons cet odyssée !






Résumeé des activités du Dr Cécile
Duclairoir Poc en vue de soutenir
I'habilitation a diriger les recherches

Titulaire d’'un DEUG Sciences et Structure de la Matiére préparé a I'antenne universitaire
naissante de Cherbourg (Université de Caen Normandie, 1993), j'ai poursuivi mon cursus
universitaire, a Caen, en chimie, puis chimie des matériaux en me spécialisant en physico-chimie des
interfaces. Effectivement mes recherches doctorales, sous la direction des Pr E NAKACHE et AM
ORECCHIONI, ont débuté en 1997 au sein de I'équipe Polymeres et Interfaces d’'un laboratoire de
Chimie, Laboratoire de Chimie Moléculaire Thio-organigue LCMT UMR-CNRS 6507 de
I'Université de Caen Normandie. Elles ont ciblé des biomolécules. J'ai étudié la physico-chimie,
voire la structure de ces macromolécules naturelles afin de les valoriser sous une forme galénique
toujours d’actualité : I'encapsulation. J'ai ensuite évalué la faisabilité de leur vectorisation en y
incorporant des molécules actives.

Les compétences développées en galénique et en formulation cosmétique m’ont permis
d’assurer des formations intra-entreprises dés 1997 et comme enseignante vacataire a I'Université de
Caen Normandie (1998-1999), a I'Ecole d'ingénieurs de Cherbourg (1999-2000) et a I'Université de
Rouen Normandie pour un DESTU dispensé a I'lUT d’Evreux (2001).

Suite a mon recrutement par I'Université de Rouen Normandie, comme ATER (2001), puis maitre de
conférences (2002), jai intégré I'équipe de formation du DUT Geénie Biologique. Mon service
statutaire concerne les domaines des industries pharmaceutiques et cosmétiques et leurs
problématiques qualité. Ces enseignements sont réalisés en partie au sein de la Halle Technologique
de Pharmacie Industrielle dont j'ai la responsabilité depuis 2001. Au cours des années, jai fait
bénéficier de ce plateau technique unique a d’autres formations : le DUT Packaging naissant (2003-
2015), 'lUP/ Master Ingénierie de la Santé 1QBio (UFR Sciences et Techniques, Université de Rouen
Normandie ; 2003-a ce jour), I'ESITech (Ecole d’ingénieurs co-habilitée Université de Rouen
Normandie-INSA de Rouen ; 2015-a ce jour), mais aussi a des formations préparatoires au Certificat
de Qualification Professionnelle pour les salariés de I'industrie pharmaceutique (partenariat avec
'AFPI de I'Eure, labellisé par les entreprises du médicament). Depuis 2011, je dispense des
enseignements davantage centrés sur ma recherche aux étudiants des 2 parcours du Maste
Microbiologie (co-accrédité Universités de Rouen Normandie et Caen Normandie).

Quant a mon implication administrative, elle est effective. Ma patrticipation a pu étre
ponctuelle : responsabilité de parcours DUT ou de formation (2 licences professionnelles) ;
représentativité dans diverses commissions (conseil de département, d’institut, jurys de VAE, de
DUT, de LP). Cependant un engagement fort sur le long terme est démontré par ma coordination des
stages en Génie Biologique depuis 2001 ou ma représentation de I'Université de Rouen Normandie
depuis 2013 aupres de formations en soins infirmiers (IFSI d’Evreux, DRDJSCS de Normandie).



Parmi mes autres charges administratives, j'assure depuis 2013 des expertises de dossiers Crédi
d’'Impd6t RecherchetJeune Entreprise Innovante.

Les occupations précédentes sont importantes et nécessaires, mais moins motivantes que la
recherche. Dés mon recrutement par I'Université de Rouen Normandie en 2001, je me suis intéresséee
aux biosurfactants bactériens au sein du Laboratoire de Microbiologie du Froid, EA 2123, dirigé alors
par le Pr. N ORANGE qui a évolué en EA 4312 nommeée Laboratoire de Microbiologie du Froid —
Signaux et MicroEnvironnement (LMDF-SME), puis en 2011 en Laboratoire de Microbiologie-
Signaux et Microenvironnement (LMSM, EA 4312) dirigé actuellement par le Pr M FEUILLOLEY.

La production de ces molécules amphiphiles modifie la physico-chimie de la surface bactérienne et,
par conséquent, influence son adaptation a son micro-environnement, voire sa virulence. Au long des
années, ma formation en microbiologie s’étoffant, j'ai élargi mon champ de recherche débutant par
l'identification et I'établissement des conditions de sécrétion des biosurfactants. J'ai ensuite évalué
leur implication dans le comportement adhésif bactérien, dans la virulence bactérienne, voire leur réle
dans la communication bactérienne en participant alors a une collaboration avec le Dr M.N. Bellon-
Fontaine (UBHM, UMR INRA AgroParitech, Massy). Parallélement, j'ai étudié une possible
valorisation de ces biomolécules en bioremédiation de sédiments estuariens avec le Laboratoire
COBRA UMR CNRS 6014 (Université de Rouen Normandie).

Suite & ma participation a une étude sur la qualité de I'air, un questionnement est apparu : les bactéries
aéroportées ne seraient-elles pas l'interface catalysée par la pollution automobile déclenchant chez
I’lhumain de pneumopathies bactériennes exacerbées en période de forte pollution ? Apres avoir étudié
impact sur la physiologie d’'une souche aéroporté@sbadomonas fluorescens a des expositions

au NQ, marqueur de pollution automobile, nous avons approfondi le sujet pour évaluer I'impact de
ce méme stress chimique au niveau de la paroi bactérienne, interface da la bactérie avec son
microenvironnement. Y a-t'il simple diffusion du M®@ans autre réponse bactérienne, comme le
sous-entend I'approche traditionnelle de 'immuno-suppression humaine provoquée par la pollution ?
Ou la bactérie met-elle en ceuvre une réponse plus ou moins complexe dont I'un des sites est sa paroi,
interface avec I'environnement extérieur?

Parallelement, jai eu I'opportunité de collaborer sur une autre thématique de sécurité sanitaire,
concernant les produits cosmétiques. L'objectif était de documenter le Vvieillissement de
nanoparticules (NPs) de TiCen lotion solaire sur deux bactéries représentatives du microbiote
cutané. Suite a la formulation de deux lotions solaires modéles contenant des NPs hydrophiles ou
hydrophobes, la croissance bactérienne a été étudiée lors de deux scenarii soit mimant le stockage dt
produit, soit lors de I'application de la formule solaire sur la peau. Désirant évaluer le cas d’'une
biocontamination ponctuelle d’'un cosmeétique lors de sa production ou lors du prélevement
consommateur avant application, une sourHkiorescens d’origine aéroportée a été mise en contact

avec de NPs de TiOhydrophiles. La membrane bactérienne s’en trouve-t'elle impactée, voire
perméabilisée ?

Ainsi les pistes de ces recherches convergent vers la réponse bactérienne au niveau de sa paroi
interface entre la bactérie et son microenvironnement. Ces travaux m'ont permis d’encadrer 11
étudiants Bac +2/3, 19 Bac+4, 6 Master 2, 3 doctorants et 3 post-doctorants.



J'aimerais poursuivre cette approche de la réponse membranaire bactérienne en
approfondissant, voire en fragmentant les stress étudiés. En documentant leur conséquences
physiologiques, métaboliques, génétiques, nous pourrons appréhender les mécanismes stratégique:
implémentés. En sécurité sanitaire de l'air, la caractérisation de I'adaptation bactériennesataNO
poursuivie au travers de la réponse membranaire. Le doctorant recruté (RIN 2018-2021) a pour
objectif d’en évaluer les conséquences et d’en décoder les mécanismes sous-tendant grace aux
collaborations nationales et internationales. A la suite d’exposition de mélangdsN®ous
espérons déconvoluer les stratégies bactériennes (dont membranaires) mises en ceuvre en conditiol
de stress nitrosant en phase gaz. Ce stress est souvent intégré au stress oxydant qui est I'un de
principaux acteurs des meécanismes antimicrobiens. Dans un premier temps, afin d’éviter les ROS
(espéces réactives oxydantes) en solution, je débuterai par I'effet des rayonnements UV (producteurs
de ROS) sur la réponse bactérienne, thématique d’'un financement Cifre déposé a I'été 2018 avec
BASF Beauty Care Solutions France SAS. Fin 2018, jaimerais déposer auprés de I'’ANSES une
version amendée du projet NanoToxBactR. Cette étude de faisabilité concerne un test original
d’évaluation de toxicité de NPs, via leur effet antibactérien en aérosol. Pour compléter mes
compétences, je collaborerai avec I'équipe NanoCARE (GPM UMR CNRS 6634, Université de
Rouen Normandie-INSA de Rouen) et, de nouveau, avec le CERTAM. Poursuivant ma collaboration
avec le département matériaux du LIST (Luxembourg), j'explorerai les conséquences du contact
nanomatériau imprégné/ bactérie sur son homéostasie membranaire et les répercussions
meétaboliques, voire génétiques. Cette expertise accumulée me permettra d’aborder, a plus long terme,
l'interaction bactérie/matrice cosmétique solaire, préoccupant I'industrie cosmétique. Un tel modeéle
nécessite une fragmentation de ce systéme en « contacts élémentaires » de la bactérie avec les divel
partenaires : globule d’émulsion, irradiation solaire, filtre physique type NP. Les stratégies
bactériennes mises en place via sa membrane pourront étre évaluées, en identifiant la participation
relative de chaque partenaire.

Toute cette trajectoire scientifique a été possible et ne pourra se poursuivre que grace a des
encadrements de stagiaires et de doctorants et a des réponses positives aux programmes dt
financements que j'ai déja pu obtenir et que je développerai activement dans les années a venir.

Mon obijectif est de poursuivre ma quéte sur le réle de la membrane bactérienne, interface
intelligente et sélective entre la bactérie et son microenvironnement !

Evreux, le 5 septembre 2018

)

Cécile DUCLAIROIR
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0 CURSUS/FORMATION
1997-2000 Doctorat en Sciences des Matériaux a I'Université de Caesoutenu le 4 octobre
2000, obtenu avec mention trés honorable.

Mai 1998 Formation a la diffusion de neutrons aux petits angledors des Journées de la
Diffusion Neutronique 7, a Albé (Vosges)

1996-1997 DEA de Sciences de Matériaux a I'Université de Caefmention assez-bien 1
session)

1996-1998  Maitrise de Chimie option "Catalyse et Propriétés des Interfaces" a I'Université de
Caen (session de juin)

1993-1995 Licence de Chimie a I'Université de Caerfsession de juin)

1991-1993 DEUG A voie ASP (Sciences-Physiques) option Sciences pour l'Ingénieur a
I'Université de Caen(session de juin)

O PARCOURS PROFESSIONNEL

2016-a ce jour Titulaire de la Prime d’Encadrement Doctorale et de Recherche

2002-a ce jour Maitre de Conférences Laboratoire de Microbiologie du Froid- Signaux et
MicroEnvironnement, EA 4312, Université de Rouen

"Mécanismes adaptatifs bactériens, en particulier membranaires, lors de stress
physique lié a une matrice complexe (émulsion, nanoparticules, nanomatériau)"
"Impact de stress : thermique et chimique (HAP, substance P et NOXx) sur la

virulence bactérienne”

"Evolution de la virulence bactérienne lors d’interactions biotiques ou abiotiques"

"Production et caractérisation de biosurfactants bactériens, facteurs de virulence"
"Qualité microbiologique de I'air urbain”
"Qualité microbiologique de produits cosmétiques”

2001-2002 Agent Temporaire d’Enseignement et de Recherch@boratoire de Microbiologie

du Froid (actuel LMSM, EA 4312), Université de Rouen Normandie
"Evaluation de propriétés de surface de souches bactériennes, en particuliers Pseudombnas

2001 Vacataire en galénique pour le Diplome d’Etudes Scientifiques et Techniques
d’Université Industrie Pharmaceutique, Institut Universitaire Technologique d’Evreux,
Université de Rouen Normandie.

1996-2000 DoctoranteEquipe Polymeres et Interfaces, UMR CNRS 6507, ISMRa-Caen

"Elaboration de nanoparticules de biopolyméres (chitosane et gliadines, protéines du bl€) et
encapsulation de diverses substances actives (vitamine, parfum et bactéricide tensio-dctif)
en collaboration avec le laboratoire de Pharmacie galénique et biopharmacie de Rouen,
I'INRA de Nantes, le Laboratoire Léon Brillouin du CEA-Saclay dans le cadre d’échanges
de chercheurs du Réseau Régional Normand Matériaux-Polymeres-Plasturgie.

1996 Technicienne, Département d’Applications TechniqueSpciété Francaise
HOECHST, Lillebonne (76). Etude physico-mécanique, détermination de la transition
vitreuse au moyen des différentes méthodes de choc et la stabilité de coloration du
polypropylene chargé en colorant



0 FONCTIONS EN ENSEIGNEMENT & ADMINISTATIF PEDAGOGIQUE
» AU SEIN DE NORMANDIE UNIVERSITE

v Au sein de I'Institut Universitaire Technologique d’Evreux, Université de Rouen
Normandie

2017 & ce jour Membre du Conseil d’Institut de I'Institut Universitaire Technologique d’Evreux
2017 a ce jour Membre du Section Locale Hygiene Sécurité Conditions de Travall
Environnement, Institut Universitaire Technologique d’Evreux.

2015- a ce jour Membre du jury de Validation de la Licence Professionnelle Toxicologie et
Gestion des risques toxiquednstitut Universitaire Technologique d’Evreux.

2001-a ce jour Responsable pédagogique de la Halle Technologique de pharmacie Industrielle

Sept-oct 2014 Formations préparatoires au Certificat de qualification professionnelle pour les
salariés de l'industrie pharmaceutique(CQP Pharma) réalisées par C DUCLAIROIR
POC, partenariat avec I'AFPI de I'Eure, formations labellisées par le LEEM

2007-2012 Vice-présidente et membre du jury de Validation des Acquis de I'Expérience,

Institut Universitaire Technologique d’Evreux.

2007-2012 Membre du jury de Validation des Licences Professionnelles, Institut Universitaire
Technologique d’Evreux
2007-2010 Responsable pédagogique de la Licence Professionnelle Gestion de la Production

Option : Animateur Qualité, Département de Génie Biologique, Institut Universitaire
Technologique d’Evreux en partenariat avec la CCI de I'Eure au sein de I'Institut Européen
de la Qualité Totale.
2003-2006 Participation aux jurys de validation des DUTInstitut Universitaire Technologique
d’Evreux.

» Département Génie Biologique
2015- ace jour Membre du Conseil de Perfectionnement de la Licence Professionnelle
Toxicologie et Gestion des risques toxiques
2015- a ce jour Responsable des modules d’enseignement et enseignante en Licence
Professionnelle Toxicologie et Gestion des risques toxiques
0 M32 : Gestion des Risques en production
0 M42 : Aspects Réglementaires et normatifs
2001-a ce jour Responsable des modules et enseignante en DUT Génie Biologique concernant les
industries pharmaceutiques et cosmeétiques et la qualité afférente
o Option Industries Agro-alimentaires et Biologique : M321103,
M41106C, M33I01C et M42101C
o Option Analyses Biochimiques et Biologiques : M33B01, M41B06,
M42B01.
2001-a ce jour Co-responsable des stages du DUT Génie Biologique options Industries Agro-
alimentaires et Biologiques et Analyses Biochimiques et Biologiques
2013-2017 Membre du Conseil de Département Génie Biologique
2006-2007 Responsable pédagogique de la Licence Professionnelle Biotechnologique
Option : Modélisation et Validation, cohabilitée avec l'université de Cergy-Pontoise
2003-2006 Responsable pédagogique de 382Année Génie Biologique Option : Industries
Agro-alimentaires et Biologiques Adaptation locale : Industries Pharmaceutiques
2001 Vacataire en galénique pour le Diplome d’Etudes Scientifiques et Techniques
d’Université Industrie Pharmaceutique, Institut Universitaire Technologique d’Evreux, Université de
Rouen Normandie.

» Département Génie du Conditionnement et de I'Emballage (créé en 2003)
2003-2015 Enseignante sur les interactions contenu-contenant en bio-industries



v" Au sein de 'UFR Sciences et Technigues, Université de Rouen Normandie

2017- a ce jour Responsable du modulgécurité microbiologique : normes et quatii¢ Master 2
Biosciences Microbiologie option Microbiologie industrielle et Biotechnologie (MIB),
co-habilités avec I'Université de Caen Normandie <site Mont St Aignan, 76>.

2017- a ce jour Enseignanteen Interaction surfaces abiotiquda Master 1 Microbiologie <site
Mont St Aignan, 76>.

2012-a cejour Tuteur de stages d'initiation a la recherche en Master 1 Biosciences
Microbiologie, Université de Rouen Normandie.

2012- a ce jour Enseignanten Microbiologie Master 2 Biosciences Microbiologiezohabilité avec
Université de Caen Normandie, subdivisé depuis 2017 en 2 options : Microbiologie
industrielle et Biotechnologie (MIB) et Mécanismes Moléculaires Microbiens (MMM)
<site Mont St Aignan, 76>.

2011- ace jour Membre des jurys de soutenance de Master 2 Microbiologie Microbiologie
industrielle et Biotechnologie (MIB), cohabilité avec I'Université de Caen Normandie

2003-a ce jour Enseignanteen Microbiologie pharmaceutiqueen Master 1 Professionnel
Biosciences, Ingénierie Qualité Bioproduits <Antenne d’Evreux, 27> ;

2012-2016 Enseignanten Qualité dans les bio-industries Licence 3 SVT Ingéniérie de la
Santé <Antenne d’Evreux, 27> ;
2003-2015 Enseignante en Management de la Qualité en bio-industries, en Master 2

Professionnel Biosciences, Ingénierie Qualité Bioproduits <Antenne d’Evreux, 27>.

v Au_sein_de I'ESITech, Ecole d'ingénieurs co-habilitée Université de Rouen
Normandie-INSA de Rouen (créée en septembre 2014ite St Etienne du Rouvray, 76>.
2018- a ce jour Membre du Conseil de Perfectionnement de 'ESITech
2015- a ce jour Responsable des modules d’enseignement et enseignanté@a@née Spécialité
Technologie du Vivant
0 TV41-Génie des procédés
0 TV42-Formulation
v" Au sein de 'UER Sciences et Technigues, Université de Caen Normandie

1999-2000 Chargée de Travaux Pratiquede chimie, Ecole d’Ingénieurs de Cherbourg (EIC)
<Site de Cherbourg>.
1998-1999 Chargée de Travaux Dirigés)nstitut de Biologie et Biochimie appliquées

<Campusl, Caen>.

» EN DEHORS DE NORMANDIE UNIVERSITE

2016- ace jour Membre du jury régional d'attribution du Dipléme d'Etat d'Infirmier,
DRDJSCS de Normandie

2013- a ce jour Membre du Conseil Pédagogique et de la Commission d’Attribution des Crédits
de I'Institut de Formation paramédical de I'Eure.

2006-2010 Enseignanten Connaissance des Entreprises Industrielles de la Santé et Projet tutore
de la Licence Professionnelle Biotechnologique option Production et Diagnostic,
Université de Cergy-Pontoise <site St Martin>

1996-2006 Formatrice au cours de 6 formations permanent@stra murosde la Société.'Oréal
d’Initiation aux Agents de Surfaces (tensio-actifs)

0 FONCTIONS ADMINISTRATIVES RECHERCHE

2001-2004 Qualifiée aux fonctions de maitres de conférences des sections CNU : 31, 32 et 39
(actuellement 85).
2002-2013 Membre de la 39 section du CNU, devenue la 85¢

Septembre 2013 Intégration de la 64 section du CNU.

v Au sein de Normandie Université
2017 Vice-présidente du comité de sélection pour le recrutement du maitre de
conférences emploi n°1287 (section 64), IUT d’Evreux, Génie Biologique / LMSM,
Université de Rouen Normandie.




2017 Membre du comité de sélection pour le recrutement du maitre de conférences
emploi n°325 (sections 31 et 33), UFR Sciences et Technique / Laboratoire URCOM,
Université du Havre Normandie.

2015-2017 Référent de these pour I'Ecole Doctorale Normande de Chimie — ED 508,
Université du Havre Normandie.
2015-2016 Membre des jurys de soutenance a mi-parcours des théses de I'Ecole Doctorale

Normande de Biologie Intégrative Santé Environnement ED 49de I'Université
de Rouen Normandie

2015 Membre du comité de sélection pour le recrutement du maitre de conférences
emploi n°586 (section 65), ESITech / LMSM, Université de Rouen Normandie.

20 Nov 2015 Membre du jury de la soutenance du Doctorat Européen en Microbiologie de
Tatiana KONDAKOVA de I'Université de Rouen, intitulé “Pseudomonas adaptation
to stress factors: role of membrane lipids andPseudomonas fluorescengsponse to
NO2".

2013- a ce jour Membre suppléent de la Commission consultative de spécialites d'établissement
de la64éme section du Conseil National des Université€NU), Université de Rouen
Normandie.

Normandie.

2004-2006 Membre de la commission de spécialistes™9section CNU (actuelle 88,
Université de Rouen Normandie.

v" Au sein du Laboratoire de Microbiologie Signaux Microenvironnement EA4312

2012-a ce jour Membre du conseil du laboratoire LMSM, EA 4312, Université de Rouen

» Recherche de financement pour mes thématiques de recherche

Janvier 2018 Soumission d’'une demande atlbcation doctorale au concours du Réseau
d’Intéréts Normand Normandie Biomédicale et Chimieaxe Sécurité sanitaire, bien-
étre et aliments durables intitulée « NOXBBEE : NOx, polluants automobiles :
détermination de Biomarqueurs Bactériens d’Exposition Environnementale par inhalation»,
porteur C DUCLAIROIR POC, Direction LMSM (Encadrement : Pr N ORANGE
50%- Dr C DUCLAIROIR POC 50%) concrétisée par le recrutement de T
CHAUTRAND au 1°" septembre 2018. Obtention.

Novembre 2017Soumission d’undettre d’intention pour une étude de faisabilité en réponse aux
Appels a projets de recherche sur la santé environnement et la santé au travatiitulé
« Développement d’'un outil bactérien rapide et robuste d’'identification des dangers liés a
I'inhalation de nanomatériauxpar C DUCLAIROIR POC (budget 50k€ dont 1 an de
post-doc). Non retenu.

Octobre 2017 Participation a la soumission d’'u®eNR portée par M FEUILLOLEY intitulée
«LipiDyn : Dynamique adaptative des lipides membranaires des bactéries a Gram négatif :
relations environnementales et évolutivepudget 681,42k€, durée 48 mois)Non
retenue

Mars 2015 Soumission d’'une demande atlbcation doctorale au concours du Groupe
Régional de Recherches Haut-Normand Sécurité Sanitaire Séibtitulée « NQBactAIR
: Exposition au polluant automobile M(adaptation d’'une BACTérie Aéroportée via son
homéostasle membranaire et sa viRulenpesteur C DUCLAIROIR POC, Direction
LMSM (Pr N ORANGE 50%- Dr C DUCLAIROIR POC 50%) concrétisé par le
recrutement de S DEPAYRAS au ¥ octobre 2015. Obtention.

Mars 2015 Soumission d’'un projet au concours du Groupe Régional de Recherches Haut-
Normand Sécurité Sanitaire SéSa intitulée« NitroBactAIR : Qualité de l'air : stress
Nitrosant provoqué par les polluants automobiles (NOx) et adaptation d’'une Bactérie
Aéroportée via son homéostasle membranaire et sa viRulence.», porteur C DUCLAIROIR
POC (budget 31,5k€ sur 3 ans). Obtention.

Janvier 2014  Soumission d’un projet en réponse aux Appels a projets de recherche sur la santé
environnement et la santé au travaiintitulé « Impact de N@gaz sur la virulence d’'une
bactérie aéroportée : stratégies de dénitrification et de mobilité membranpae G
DUCLAIROIR POC (budget 50k€ dont 1 an de post-doc). Non retenu.

8



Mars 2012 Soumission d’'unedemande d’allocation doctorale au concours de Groupe
Régional de Recherches Haut-Normand Sécurité Sanitaire et Environnement SSE
intitulée « Impact de marqueurs de pollution que sont NO etsu®la physiologie et la
virulence de Pseudomonas », porteur C DUCLAIROIR POC, Co-direction LMSM (Pr
N Orange)/ CERTAM (Dr F Dionnet), concrétisé par le recrutement de T Kondakova
au 1°" octobre 2012. Obtention.

Janvier 2012 Soumission d'uneANR Jeunes Chercheuses et Jeunes Chercheurs par C
DUCLAIROIR POC intitulée «Impact du stress nitrosant sur I'expression de la virulence
d’'une bactérie aérienne via la régulation lipidique et des systemes de sédfidtidget
241k€) labellisée par le pole de compétitivité MOV'EO. Non retenue

Nov. 2011 Soumission d’undettre d’intention pour un projet en réponse aux Appels a
projets de recherche sur la santé environnement et la santé au travaititulé « Impact
des NOXx sur la virulence d'aérosols bactériggas>N ORANGE, C DUCLAIROIR POC,

A GROBOILLOT (budget 200k€ dont 7 mois de post-doc). Non retenue.

* Participation a des axes transversaux de recherche du LMSM EA 4312
2013-2017 Contribution aux travaux de these de Laura ROWENCZYK intitulés
« Vieillissement de nanoparticules de TiO2 en lotion solaire : évolution de leur impact sur
des germes représentatifs du microbiote cutané » codirigée par TURCOM (Pr M GRISEL),
Université du Havre Normandie et par le LMSM (Pr M FEUILLOLEY)-Université de
Rouen Normandie, soutenue le 7 décembre 2016 au Havre.
Depuis 2015  Contribution aux travaux de thése de Davina DESPLANcodirigée par 'UMR
8029 SATIE (Pr P GRIESMAR), Université de Cergy-Pontoise et par le LMSM (Pr N
ORANGE)-Université de Rouen Normandie <soutenance prévue décembre 2017>
Mais aussi degarticipations ponctuelles aux travaux des diverses theses

suivantes
. Directeur(s) de Date de début |Date de soutenance
Nom Prénom A R A
these de thése (pour les dipldmés)
HILLION Mélanie FEUILLOLEY M. nov.-09 11/01/13
DAGORN Audrey FEUILLOLEY M. oct.-09 01/02/13
MIJOUIN Lily FEUILLOLEY M. nov.-09 18/12/13
ORANGE N.
i i ' oct.-11 01/11/14
DECOIN Victorien MERIEAU A.
ROSAY Thibaut LESOUHAITIER O. oct.-12 14/12/15
N'DIAYE Aw a FEUILLOLEY M. oct.-13 oct-2016
GALLIQUE Mathias MERIEAU A. oct.-14 déc-2017
PLAKUNOV V
i t.-15
GANNESEN Andrei FEULLOLEY M. oc en cours
FEUILLOLEY M. .
&ri anv.-16 en cours
BORREL Valérie KONTO Y. j
ORANGE N.
' oct.-15 en cours
LE TOQUIN Esther CEA Marcoul
N FEUILLOLEY M.
déc.-17
CLABAUT Maximilien CHEVALERSS. ec en cours

0 ENCADREMENTS

<  Encadrement dell étudiants au cours d'un stage de niveau®lcycle
universitaire de I'Université de Rouen Normandie.

< Encadrement d6 étudiants au cours d’'un stage de Master de I'Université de
Rouen Normandie, de Lille

< Encadrement d&2 étudiants au cours d'un stage de Masterd’immersion en
laboratoire de I'Université de Rouen Normandie

<  Encadrement d éléve-ingénieur au cours d’'un stage d'immersion de 6 mois
en laboratoire de 'ESITech, Rouen



<  Encadrement dé étudiants au cours d’'un stage de Master @e I'Université de
Rouen Normandie.
&  Co-encadrement d8 doctorantes en Microbiologiede I'Université de Rouen
Normandie
&  Co-encadrement de 3 chercheurs post-doctorants
La liste exhaustive des encadrements est dressée en annexe 1.
U RAYONNEMENT ET VULGARISATION
La diffusion de mes travaux de recherche peut s’adresser a mes pairs, comme étre vulgarisée afin
d’informer, voire de faire découvrir la science.
» Membre de sociétés savantes
v" American Society for Microbiology <2014-2017>
v Groupements De Recherche CNRS
e Combavir <2012-2013>
» Cosmactifs GDR 3711 <depuis sa création en septembre 2015>
Membre du bureau <depuis mars 2018>, participation a I'écriture du dossier renouvellement <été 2018>
v/ Réseau d'Intéréts Normand (RIN)
* RIN Normandie Biomédicale et ChimieCBS
0 principalement axe Sécurité sanitaire, bien-étre et aliments
durables (SESAL) <2017-a ce jour> préalablemeBgSa (Sécurité Sanitaire), puis SSE
(Sécurité sanitaire et Environnement¥x2010-2017>
o IRIB HN (Institut de Recherche et d’Innovation Biomédicale de
Haute Normandie) <2014- a ce jour>
* TERA (Territoire, Environnement, Risques, Agronomie) - SCALE (Sciences
appliguées a environnement) <2010-2014>
*EEM (Energie, Electronique, Matériaux) -
environnementales et effets sur I'environnement <2012-2015>

Energie Performances

» Actrice de collaborations scientifiques

Collaborateur(s) Institution Pays Date théme de recherche
Dr H HEIPIEPER Helmoltz Institute, DBE, Leipzig|Allemagne | 2913~ Stress chimique
a ce jour (lipidomigue)
Dr M NUSSER, Karlsruhe Institute of Allemaane 2015 Stress chimique
Dr G BEEMMER-WEISS |Technology, IFG g (biofilm)
Universita degli Studi di Bari, . 2015 - Stress chimique
Pr A CORCELLI DSMBNOS ltalie a ce jour {lipidomigque)
Dr T KONDAKOVA University of lllinais, USA 2015 - Strass chimique
Department of Microbiology a ce jour
Luxembourg Institute of Science
Dr M MORENO and Technology, Departe.ment Luxembouwrg 2018 Stress ph‘_:,rs.lque
Recherche et Technologie en (nanomatériaux)
matériaux
Universite de Poitiers, 2011- - -
Dr J VERDOM LEBI UMR CNRS T267 France 4 ce jour Evaluation de la virulence
Université du Havre. -
Dr A BEMAMAR LOMC UMR 6294 France 2010-2014 Biosurfactants
PrM GRISEL, Université du Havre, 2013- Stress physique
Dr C PICARD, URCOM EA 3221 France acejour | (matrice cosmétique)
Dr N HUCHET . 4
Dr F DIONNET. 200 Svaluation de 12
Dr D PRETERRE, CERTAM France U e et
Dr F GOURIOU a ce jour chimique, Stress
physigue
Université de Rouen, INSERM 2009- Evaluation de la
Pr.J-P MORIN UMR U1096 France 2015 virulence, Stress
Universite de Rouen, -
Dr F KOLTALD COBRA UMR 6014 France 2010-2014 Biosurfactants
Université de Rouen, connexe: physico-chimie
DrJ VIEILLARD COBRA UMR 6014 France 2014 des surfaces
Dr N MACHOUR- Université de Rouen, France 2013- Stress chimigue
MERLET COBRA UMR 6014 a ce jour {lipidomigque)
Université de Rouen, 2014- Stress chimigue
Dr J HARDOUIN PBS UMR 6270 France a ce jour (protéomique)
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» Organisation de colloques scientifiques

v Participation a I'organisation d8® day of Institute for Research and Innovation
in Biomedecine Caugé, Normandie, 20 juin 2014

v Coorganisatrice dwolloque Intelligence Economiquede la PFT Normandie
Sanitaire Lutte contre la contrefacon et Sécurisation des savoirs des bioindustriesteux,
18 novembre 2014.

v Organisatrice dusymposium recherchéMembranes cellulaire$, Evreux, 19
novembre 2015

o "Multiples roles of cardiolipin in biomembranes"
Pr Angela Corcelli, Coordinatore Centro Interdipartimentale di Ricerche sulla Pace, Dipartimento
Scienze Mediche di Base Neuroscienze e Organi di Senso, Universita degli Studi di Bari, Bari Italy
0 " Ice nucleation activity in fungi”
Dr Janine Frélich, Max Planck Institute for Chemistry, research group leader in Multiphase Chemistry
Department, Mainz, Germany

o0 "Microbial Adaptation to Toxic Organic Solvents and other
Forms of Stress - Mechanisms and Applications”

Dr Hermann HeipiepeHead of the group Microbial Processes, Department Environmental
Biotechnology
Helmholtz Centre for Environmental Research - UFZ, Leipzig, Germany
v’ Coorganisatrice d@eme Colloque du GDR Cosm’acti{&DR 3711)'Hot spots
de la Cosmétomique"Rennes, 27-28 novembre 2018.

U PRODUCTION SCIENTIFIQUE

< 30 Publications dans des revues internationales ou nationales avec comité de
lecture répertoriées par 'AERES ou dans les bases de données internationales (ISI Web of
Knowledge, Pub Med...),

& 4 chapitres de livre,

< 2 articles de diffusion de connaissance,

& 33 communications orales avec actes dans un congres international ou
national, dont 2 pléniéres internationales.

@ 44 communications par afficheavec actes dans des congres internationaux ou
nationaux.

Cette production scientifique est compilée en annexe 2.

FONCTIONS EN VALORISATION & TRANSFERT DE TECHNOLOGIE
2002-2010  Consultanteau sein dWCRITT ADIPpharm, Anticiper et Développer I'lnnovation
de votre Projet pharmaceutique, Evreux pour les projegaléniques et aspects qualité.
2003- 2010 Secrétaire du bureau du CRITT ADIPpharmEvreux.
2004- a ce jour Expertepour la Plate-Forme Technologique “Normandie Sécurité Sanitaire”, pour la
Plate-Forme Mutualisée d’'Innovation Cosmetomics@Normandie et la Société Biogalenys
(Evreux, 27)

U EXPERTISES

2010- a ce jour Reviewermour des publications internationales a comité de lecture :Plant and Soll ;
International Journal of Food, Research in Microbiology, FEMS Microbiology Letters ;

2012- a ce jour Expertepour leCrédit d'Imp6t Recherche et Jeune Entreprise Innovantepour le
gouvernement frangais

UDIVERS
Promotion de I'enseignement des sciences : forums régionaux, conférences en lycée
2017-2018 Formation CERPERJI'enseignants du secondaire sur les « Technologies émergentes
sur la conservation désoproduits : du laboratoire au monde industriel »
2018 Formation « Savoir manipuler les bouteilles de gaz »
2005- a ce jour Sauveteur Secouriste du travail
2005- a ce jour Habilitation a la conduite d’autoclave
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Annexe 1

Encadrements réalisés
par C Duclairoir Poc

Signification des abréviations:
Imm : immersion en laboratoire

L: diplédme préparé d’'un niveau ler cycle universitaire Ing : diplédme préparé ingénieur
M1: dipléme préparé Master 1 M2: dipldme préparé Master 2
D: dipléme préparé doctorat PD: statut post-doc

M2_1 : Sandra N'Goya, DEA Microbiologie, Rouen (Septembre 2002- Septembre 2003)
Co-encadrement par N Orange & C Poc

Pseudomonas fluorescen&tude de leur potentialité a produire des biosurfactants et impact sur leur
comportement bioadhésif

M1 1 : Mathieu SABATTIER, Masterl Ingénierie de la santé, Evreux (Avril-juin 2002)
Mise en place du SMQ de la HTPI Evreux

L1: Bruno JEHL, DUT Génie Biologique option IAB, Evreux (Avril-juin 2002)
Recherche de facteurs influencant la production de biosurfactant sur la souche hospitaliere de
Pseudomonas fluorescens

D1: Sandra N'GOYA, These en Microbiologie, Université de Rouen (Septembre 2003-2007)
Co-encadrement par N Orange, MN Bellon-Fontaine, T Meylheuc & C Poc

Etude de la production de biosurfactants paPlesudomonas fluorescensle sa conséquence sur la
surface bactérienne et sur son potentiel adhésif (soutenue le 24 septembre 2007)

M1 2: Marie-Hélene AUDEON, Masterl Ingénierie de la santé, Evreux (Mai-juin 2006)
Caractérisation de quelques bactéries par la mise en évidence de leur production de biosurfactant de
nature ionique déterminée et par caractérisation physico-chimique de leur membrane externe

L2 : Marion COUVE, L3 Ingénierie de la Sante, Evreux (Mai-Juillet 2008)°

Co-dirigé par A Groboillot & C Poc

Influence des HAP sur la physiologie deseudomonas fluorescens DSSG13 de son mutant

M1 _3: Etienne LENOBLE, Masterl Ingénierie de la Santé, Evreux (Mai-Juin 2008)

Co-dirigé par A Groboillot & C Poc

Mise en place d’'une base de données concernant les bactéries de I'air dans le cadre du projet PUC2MP

L3 : Sahed SELIM, L3 Ingénierie de la Santé, Evreux (Mai-Juillet 2009)

dirigé par F Koltalo et appui technique sur I'aspect biosurfactant C Poc

Analyse de polluants de type hydrocarbure aromatique polycyclique a linterface eau/sédiment.
Désorption par agents tensio-actifs

L4 : Jessica BLONDEL, L3 Ingénierie de la Sante, Evreux (Mai-Juillet 2009)
Etude de la production de biosurfactants et du comportement adhésif de deux Bsecitesnonas
fluorescensle niches écologiques différentes

L5 : Philadelphia GRESSENT, L3 Ingénierie de la Santé, Evreux (Mai-Juillet 2009)
Etude du comportement adhésif de deux soudiescomiales dePseudomonas fluorescens
productrice et non—productrice de biosurfactant.

PD1 : Maddalena MORETTI, Post-doc (Mars-octobre 2009)

Co-dirigé par A Groboillot & C Poc

Identification fongique des campagnes de prélevement du projet PUC2MP

L6 : Pricilla Morice, BTS Bioanalyse et contréles, Evreux (Novembre-décembre 2009)
Co-dirigé par M Moretti & C Poc

Identification bactérienne et fongique des campagnes de préléevement du projet PUC2MP
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M2_2 : Seyed Mohsen HOSSEINI, M2R Microbiologie, Rouen (Janvier- mars 2010)

Co-encadrement A Merieau & C Poc

Etude de la régulation et de la production de CLP «viscosinamide-like» par deux souches de
Pseudomonas fluorescehgspitaliéres: MFN1032 et MFY162

L7 : Célia Augé, L3 Ingénierie de la Santé, Evreux (Mai-juillet 2010)

Co- encadrement par A Groboillot & C Poc

Influence des hydrocarbures aromatiques aromatiques polycycliques (HAP) sur la physiologie d’'une
souche productrice de biosurfactant dans le cadre d’'un projet de restauration de sédiments pollués par
des HAP.

PD2: Julien VERDON, Post-doc (Octobre 2010-Aolt 2011)
Co-dirigé par A Groboillot & C Poc

Financement FEDER Virulence

NOx influence on outdoor bacterial air quality

M1_4: Hervé TOUCOUROU, Masterl Ingénierie de la santé, Evreux (Mai-Juillet 2012°
Caractérisation de biosurfactants produits par des souches de Pseudomonas collectées dans I'air

M1_5: Lylia DRICI, Master 1 Pro Protéomique, Lille (Mars-Juillet 2012)

Co-dirigé par J Verdon & C Poc

Mise en place de lI'analyse des protéines bactériennes a I'aide d’'un spectrometre de masse MALDI
TOF/TOF.

L8 & L9: Rachel DUCHESNE & Mélanie LE GOFBtages volontaires L3 Biologie, Rouen (Mai-Juin
2012)
Co-dirigées par J Verdon & C Poc

M2_3: Hervé TOUCOUROU, Master 2 Pro Ingénérie de la santé, Evreux (Février-Juillet 2012)
Impact de l'exposition de souches de&seudomonasa des polluants atmosphériques: Etude
physiologique et mise au point d’un test cytotoxique vis-avis de Dictyostelium discoideum

PD3: Maryse BONNIN JUSSERAND, Post-doc (Janvier-Aolt 2012)
Co-dirigé par A Groboillot & C Poc

Financement FEDER Virulence

NOx influence on outdoor bacterial air quality

D2: Tatiana KONDAKOVA, These en Microbiologie, Université de Rouen Normandie (Octobre 2012-
Septembre 2015)

Co-direction par N Orange & F Dionnet

Encadrement scientifique : C Poc

Financement GRR SSE

Impact de marqueurs de pollution que sont NO ei 8iDla physiologie et la virulence Bseudomonas.

M1 Imm_1-> M1 Imm_4 : A HAMON, F OUSALEM, W ODJO et S COCHENNEC, Stage M1
immersion en laboratoire, Rouen (printemps 2013)

Characterization of surface properties Rdeudomonas fluoresceMdFAF76a strain and its GFP
transformed

M1_6: Ishac Si Hadj Mohand, Master 1 Microbiologie, Rouen (Mai-Juin 2013)
Caractérisation des propriétés de surface de deux sols®meslomonas fluoresceniaéroportée
MFAF76a et I'hospitaliere MFN1032 et de leurs transformées chromophores.

M1 Imm_5-> M1 Imm_8 : T CLAMENS, A DUPUIS, S HAULARD et R VERGER, Stage M1
immersion en laboratoire, Rouen (printemps 2014)
Elaboration d’un protocole de séparation de protéines a pH basique

M2_4 : Andry TSIFERANA, Master 2 Master Pro Biosciences, Ingénierie Qualité Bioproduits,
Rouen (Février-Juillet 2014)

Impacts de I'exposition de Pseudomonas aéroportées aux NOx sur leur profil protéomique et leur
virulence
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M2_5 : Chloé CATOVIC, Master 2 Recherche Microbiologie, Rouen (Janvier-Juin 2015)
Co-encadrement par T Kondakova & C Poc

Etude de la réponse bactérienne moléculaire et physiologigasedelomonas fluoresceggite a son
exposition au N@ polluant atmosphérique

D_3 : Ségolene DEPAYRAS, Thése GRR SeSa, Université de Rouen Normandie (Octobre 2015-
soutenance prévue décembre 2018)

Co-encadrement 50% CDP avec direction du Pr N Orange

NitroBactAIR : Qualité de l'air : stress Nitrosant provoqué par les polluants automobiles (NOx) et
adaptation d’'une Bactérie Aéroportée via son homeéostasle membranaire et sa viRulence

M1 Imm_9-> M1 Imm_10 : P HOULLEMARE et E LIEVIN, stage M1 immersion en laboratoire,
Rouen (printemps 2016)

Co-encadrement: Cécile Duclairoir-Poc & Ségoléne Depayras

Evaluation par cytométrie en flux de l'influence des NOx sur Pseudomonas fluorescens

M2_6 : Marine RINGUEDE, Master 2 Microbiologie, Rouen (Janvier-Juillet 2017)
Evaluation de l'innocuité en utilisation d’'une formule solaire contenant comme filtre UV des
nanoparticules de Ti3et contaminée par une souche de Pseudomonas fluoreszepsrtée.

L10: Sarah MAERTEN, BTS 2A, Lycée Léopold Sedar Senghor, Evreux (Mai-Juillet 2017)
Co-encadrement: Cécile Duclairoir-Poc & Ségoléne Depayras
Etude d’'un systeme de communication chez P.fluoresdem®uorum Sensing

Ingl 1 : Candice AUGER, stage d'immersion en laboratoire s’étalant sur 6mois (de plus de 600h),
ESITech ¥¢année d’ingénieurs, Rouen (Fevrier-Juillet 2018)

Co-encadrement: Cécile Duclairoir-Poc & Ségoléne Depayras

Dans le cadre de I'étude de l'impact de marqueurs de pollution automobile (oxydes d'azote) sur la
physiologie et la virulence de souches REeudomonas Réponse membranaire de mutants d’'une
Pseudomonas fluoresceméroportée suite a I'exposition a deux polluants automobiles NOx en synergie.

M1 Imm_11-> M1 Imm_12:J MARTEL et F FECAMP, stage M1 immersion en laboratoire, Rouen
(Printemps 2018)
Mise au point de protocole de lipidomique HPTLC MALDI sur extraits bactériens

L11 : Mathieu CLAIRET, BTS 2A, Lycee Léopold Sedar Senghor, Evreux (Mai-Juillet 2018)
Evaluation de l'activité antibactérienne de nanomatériaux a base d'argent
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Annexe 2

Publications et communications
de C Duclairoir Poc

» 30 publications dans des revues internationales ou nationales avec
comité de lecture répertoriées par 'AERES ou dans les bases de données internationales (ISI
Web of Knowledge, Pub Med...).

P1- Formation of Gliadin Nanoparticles: Influence of the Solubility Parameter of the
Gliadin Solvent
C Duclairoir, E Nakache, H Marchais, A-M Orecchioni, Colloid and Interface Science. (2988)
321-327.

P2- Gliadin Nanoparticles : Formation ; All-trans Retinoic Acid Entrapment and
Release, Size Optimization
C Duclairoir, JM Irache, E Nakache, A-M Orecchioni, C Chabenat, Y Popineau, Polymer International,.
(1999) 79 :327-333.

P3- Maitrise de la taille de nanoparticules de gliadines de blé par la détermination de
leur paramétre de solubilité
A-M Orecchioni,_ C Duclairoir, E Nakache, Annales Pharmaceutiques Francaises. (2001) 59 : 402-406.

P4- e-tocopherol encapsulation andn vitro release from wheat gliadin nanoparticles
C Duclairoir, A-M Orecchioni, P Depraetere, E Nakache, Journal of Microencapsulation. (P902),
53-60.

P5- Polymer Nanoparticles Characterization in Aqueous Suspension
C Duclairoir, E Nakache, International Journal of Polymer Analysis and Characterization. 72002)
284-313.

P6- Biopolymeric colloidal carriers for encapsulation or controlled release
D. Renard, P. Robert, L. Lavenant, D. Melcion, Y. Popineau, J. Guéguen, C. Duclairoir, E. Nakache, C.
Sanchez and C. Schmitt, International Journal of Pharmaceutics. (2002) 242( 1-2) : 163-166.

P7- Evaluation of Gliadins Nanoparticles as Drug Delivery Systems: a Study of Three
Different Drugs
C Duclairoir, A-M Orecchioni, P Depraetere, F Osterstock, E Nakache, International Journal of
Pharmaceutics. (2003) 253: 133-144.

P8- Gliadin characterization by SANS and gliadin nanoparticle growth modelization.
A-M Orecchioni, C Duclairoir, Denid Renard and E Nakache., Journal of nanoscience and
nanotechnology. (200&):3171-3178.

P9- Phenotypic variation in the Pseudomonas fluorescednical strain MFN1032
G Rossignol, D Sperandio , J Guerillon, C Duclairoir Poc, E Soum-Soutera, N Orange, MGJ Feuilloley,
A Merieau. Res Microbiol. (2009) 160(5):337-44

P10- Pollution des sédiments de dragage : Procédés de bioremédiation alliés a
I'électromigration.
F Portet-Koltalo, M Ammami, A Benamar, A Groboillot, N Orange. C Duclairoir Poc Spectra Analyse.
(2010) 277 : 54-58.

P11- Déséquestration de polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques a
I'interface de sédiments au moyen de tensioactifs dlorigine biologique. "
F Portet-Koltalo, M Ammami, A Benamar, A Groboillot, N Orange. C Duclairoir Poc Spectra Analyse.
(2011) 278 : 21-27.

P12- Novel Application of Cyclolipopeptide Amphisin: Faisability Study as Additive to
Remediate PAHs Contaminated Sediments.
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A Groboillot, F Koltalo, F Lederf, M Feuilloley, N Orange, C Duclairoir Poc, Int. J. Mol.(86il1) 12
: 1787-1806

P13- Caenorhabditis elegares a model to monitor air bacterial quality”
C Duclairoir Poc, A Groboillot, O Lesouhaitier, M Feuilloley, J-P Morin, N Orange, BMC Res. Notes.
(2011) 4:503.

P14- The Major Outer Membrane Protein Oprf is Required for Rhamnolipid
Production in Pseudomonas aeruginosa
E Bouffartigues, G Gicquel, A Bazire, L Fito-Boncompte, L Taupin, O Maillot, A Groboillot, C Poc-
Duclairoir, N Orange, M Feuilloley, A Dufour, S ChevaliérBacteriol. Parasitol. (2011) 2 :118; DOI
:10.4172/2155-9597.1000118

P15- Influence of growth temperature on cyclolipopeptides production and on adhesion
behaviour in environmental strains of Pseudomonas fluorescens
C Duclairoir Poc, T Meylheuc, S Ngoya, A Groboillot, J Bodilis, L Taupin, A Merieau, M Feuilloley,
N Orange. J. Bacteriol. Parasitol. (2011) S1-00://dx.doi.org/10.4172/2155-9597.51-002.

P16- Gamma-aminobutyric acid acts as a specific virulence regulator iRseudomonas
aeruginosa
A Dagorn, M Hillion, A Chapalain, O Lesouhaitier, C Duclairoir Poc, J Vieillard, S Chevalier, L Taupin,
F Le Derf, MGJ Feuilloley, Microbiology. (2013) 159:339-351

P17- Investigation of the release of PAHs from artificially contaminated sediments
using cyclolipopeptidic biosurfactants
F Portet-Koltalo, MT Ammami, A Benamar, H Wang, F Le Derf, C Duclairoir-Poc, Journal of
Hazardous Materials. (2013) 261:593- 601.

P18- Effect of GABA, a bacterial metabolite, onPseudomonas fluorescensurface
properties and cytotoxicity
A Dagorn, A Chapalain, L Mijouin, M Hillion, C Duclairoir-Poc, S Chevalier, L Taupin, N Orange,
MGJ Feuilloley, Int. J. Mol. Sci. (2013) 14 : 12186-12204; DOI : 10.3390/ijms140612186.

P19- Effects of a Skin Neuropeptide (Substance P) on Cutaneous Microflora
L Mijouin, M Hillion, Y Ramdani, T Jaouen, C Duclairoir-Poc, ML Gueye, E Lati, F Yvergnaux, A
Driouich, L Lefeuvre, L Misery, MGJ Feuilloley, PLoS ONE. (2013) 8(11): e78773 ; DOI
10.1371/journal.pone.0078773..

P20- Airborne fluorescent pseudomonads : what potential for virulence ?
C Duclairoir Poc, J Verdon, A Groboillot, M Barreau, H Toucourou, L Mijouin, C Leclerc, C Hulen, T
Kondakova JP Morin, MGJ Feuilloley, A Merieau, N Orange, International Journal of Current
microbiology and applied sciences.(2014) 3(8) : 708-722.

P21- A new tool for studying bacterial lipidome: HPTLC-MALDI-TOF Imaging
enlightening virulence traits of the airborne Pseudomonas fluoresceM-AF76a
T Kondakova, N Merlet-Machour, M Chapelle, D PretefFeDionet, MJ Feuilloley, N Orange, C
Duclairoir Poc, Research in Microbiology. (2015) 166 : 1-8; DOI : 10.1016/j.resmic.2014.11.003

P22- Application of biosurfactants and periodic voltage gradient for enhanced
electrokinetic remediation of metals and PAHs in dredged marine sediments
M T Ammami, F Portet-Koltalo, A Benamar, C Duclairoir Poc, H Wang, F Le Derf, Chemosphere.
(2015) 125 : 1-8.

P23- Surface functionalization of cyclic olefin copolymer witharyldiazonium salts: A
covalent grafting method
F Brisset, J Vieillard, B Berton, S Morin-Grognet,C Duclairoir-Poc, F Le Derf, Applied Surface Science.
(2015) 329 : 337-346.

P24- Glycerophospholipid synthesis and functions iPseudomonaseukaryotic lipid
exploitation
T Kondakova; F D'Heygere ; M J. Feuilloley; N Orange; H J Heipieper; C Duclairoir Poc, Chemistry
and Physics of Lipids. (2015) 190:27-42; DOI : 10.1016/j.chemphyslip.2015.06.006.
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P25- APseudomonas fluorescertgpe 6 secretion system is related to mucoidy, motility
and bacterial competition
V Decoin, M Gallique, C Barbey, F Le Mauff, C Duclairoir Poc, MGJ Feuilloley, N Orange, A Merieau,
BMC Microbiology. (2015) 15(1); DOI: 10.1186/s12866-015-0405-9.

P26- Response to Gaseous NMQAir Pollutant of P. fluorescensAirborne Strain
MFAF76a and Clinical Strain MFN1032
T Kondakova, C Catovic, M Barreau, M Nusser, G Brenner-Weiss, M Feuilloley, F Dionnet, N Orange,
C Duclairoir Poc, Front Microbiol. ( 2016) 7:379; DOI : 10.3389/fmicb.2016.00379.

P27- Development of preservative-free nanoparticles-based emulsions: Effects of NP
surface properties and sterilization process.
L Rowenczyk, C Picard, C Duclairoir Poc, N Hucher, N Orange, M Feuilloley, M Grisel. Int J Pharm.
(2016) 510(1) : 125-34; DOI : 10.1016/j.ijpharm.2016.06.014.

P28- Skin-bacteria communication: Involvement of the neurohormone Calcitonin
Gene Related Peptide (CGRP) in the regulation of Staphylococcus epidermidis virulence.
A N'Diaye, C Leclerc, T Kentache, J Hardouin, C Duclairoir Poc, Y Konto-Ghiorghi, S Chevalier, O
Lesouhaitier, MG Feuilloley. Sci Rep. (2016) 6: 35379; DOI : 10.1038/srep35379.

P29- Impact of coated TiQ-nanoparticles used in sunscreens on two representative
strains of the human microbiota: Effect of the particle surface nature and aging
L Rowenczyk, C Duclairoir Poc, M Barreau, C Picard, N Hucher, N Orange, M Grisel, M Feuilloley.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. (2Q58: 339-348; DOI : 10.1016/j.colsurfb.2017.07.013.

P30-Impact of gaseous NQon P. fluorescensstrain in the membrane adaptation and
virulence.
S Depayras, T Kondakova, N Merlet-Machour, H J Heipieper, M Barreau, C Catovic, M Feuilloley, N
Orange, C Duclairoir Poc, Int. J. Environ. Impa¢2018), 1(3) : 1-10.

» Chapitres de livre: 4

Ch1l- Creation of biopolymeric colloidal carriers dedicated to controlled release
applications
D Renard, P Robert, L Lavenant, D Melcion, Y Popineau, J Gueguen, C Duclairoir, E Nakache, C
Sanchez and C Schmitt
In Plant biopolymer science: food and non-food applications p.119-124, Denis Renard, Guy Della Valle,
Yves Popineau, eds, Royal Society of Chemistry (Great Britain 2002)

Ch2- Plant protein-based nanoparticles
A-M Orecchioni, C Duclairoir, J Manuel Irache and E Nakache,
in "Nanotechnologies for the life sciences" vol.2, Biological and pharmaceutical nanomaterials, p.117-
144, Challa S. S. R. Kumar Ed., Wiley-VCH Verlag Gmbh&Co. KGaA, Weinheim (2006)

Ch3- HPTLC-MALDI TOF MS Imaging analysis of phospholipids
T Kondakova, N Merlet Machour, C Duclairoir Poc
In Neuromethods: Lipidomics, vol. 125 Chapter 12; Paul L. Wood (ed.); Series Editor: Wolfgang Walz,
eds, Springer (Germany 2017), DOI 10.1007/978-1-4939-6946-3 12.

Ch4- The hidden face of Nitrogen oxides species — from toxicity effect to potential cure?
S Depayras, T Kondakova, H J. Heipieper, M Feuilloley, N Orange and C Duclairoir Poc
In Emerging Pollutants - Some Strategies for the Quality Preservation of Our Environment", p.19-44,
edited by Sonia Soloneski and Marcelo L. Larramendy, Ed. IntechOpen, London (United Kingdom,
2018); http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.75822

» Publications de revue ou de diffusion de connaissance : 2
Pdcl- Encapsulation et applications industrielles
C Duclairoir, L’Actualité Chimique. (2000) 6 : 24-27.
Pdc2- Particules Urbaines et Céréalieres, Microorganismes Mycotoxines et Pesticides
JP Morin, D Preterre, F Gouriou, V Delmas, A Francgois, N Orange, A Groboillot, C Duclairoir-Poc, M
Moretti, O Maillot, O Lesouhaitier, Pollution atmosphérique. (2013)217; URL
http://lodel.irevues.inist.fr/pollution-atmospherique/index.php?id=759.
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» Publications de compte-rendu de congres : 77
v' Conférence pléniere internationale : 2

Cint1l-"Polymer Nanoparticles Characterization in Aqueous Suspension”
C Duclairoir, E Nakache, International Symposium of Polymer Analysis and Characterization, 26-30
juin 1999, la Rochelle-France.

CInt2- Response of commensal Staphylococci to sub-lethal concentrations of skin
antimicrobial peptides
Cécile Duclairoir-Poc, FEMS, Leipzig, Germany, July 2112813,

v/ Communications orales : 31

C1- Nanoparticules de gliadines obtenues par coacervation
C Duclairoir, E Nakache, H Marchais, A-M Orecchiodlournée de I'Ecole Doctorale Normande de
Chimie-Biologie 27 mars 1997, Caen.

C2- Elaboration de nanoparticules de gliadines par coacervation
C Duclairoir, E Nakache, H Marchais, A-M OrecchidrRgncontre de la Société Frangaise de Chimie
(section Basse-Normandie-Sarthg) mai 1997, Caen.

C3- Nanoparticules de polymere végétal
C Duclairoir, E Nakache, A-M Orecchioni, H Marchalsurnées GFP Ouest-SFC5-17 octobre 1997,
Thiais.

C4- Préparation de nanoparticules de polymere végétal. Optimisation de leur taille
C Duclairoir, E Nakache, A-M Orecchioni, H March&@sngres Annuel du GFER8-20 novembre 1997,
Louvain-La-Neuve, Belgique.

C5- Encapsulation de vitamines dans des nanoparticules de protéines végétales
C Duclairoir, E Nakache, A-M Orecchioni, J Irache, Y Popineau, D Redauntdnées GFP-Oues?-3
juin 1999, Alencon.

C6- Nanoparticules de protéines végeétales : caractérisation structurale et potentialités
d’encapsulation
C Duclairoir, D Renard, A-M Orecchioni, Y Popineau, E Nakadbeynées d’Etudes des Polyméres
5-10 septembre 1999, Trégastel.

C7- Impact de la production de biosurfactants sur la réactivité de souches de
Pseudomonas fluorescens vis-a-vis d’un micro-environnement solide.
S Ngoya, C Duclairoir, N Orang@™journée de I'Ecole doctorale Normande chimie-biolpgie mars
2006, Rouen.

C8- Caractérisation des biosurfactants chez plusieurs souches de&seudomonas
fluorescensprovenant d’environnements différents,
S Ngoya, C Duclairoir, N Orange. BIOADH’ 2Q@® mars 2007, Strasbourg.

C9- Analyse de la biodiversité de la flore bactérienne et fongique d’environnements
aériens en zones urbaines et portuaire
M Moretti, A Groboillot, C Duclairoir-Poc, O Maillot, O Lesouhaitier, J. P Morin., M. G. J.Feuilloley,
N Orange. MicrobAERO 2009, 6-8 octobre 2009, Narbonne.

C10- Pseudomonas fluorescendnteractions potentielles de la microflore bactérienne
avec la neurophysiologie humaine.
L Mijouin, M Hillion, A Dagorn, A-S Blier, A Madi, T Jaouen, W Veron, N Connil, C Poc, A Groboillot,
O Lesouhaitier, N Orange, S Chevalier, MGJ FeuillolEg™ Journée Scientifique de I'lFRMP23,
Mont-Saint-Aignan, 17 juin 2011.

C11- Extracellular gamma aminobutyric acid (GABA) regulates Pseudomonas
virulence.
A Dagorn, A Chapalain, O Lesouhaitier, C Poc, J Vieillard, S Chevalier, L Taupin, F Le Derf, N Orange,
MGJ Feuilloley. Journée de 'EdNBISRouen, 23 mars 2012.

C12- NitroBactAIR : Impact du stress nitrosant sur I'expression de la virulence d’'une
bactérie aéroportée
C Duclairoir Poc, Pléniere MOVE'(X novembre 2012, Rouen.
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C13- Impact du stress nitrosant sur I'expression de la virulence d'une bactérie
aéroportée
C Duclairoir Poc, déjeuner-débat des professionnels de I'Automobile intitulé "L'automobile et
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Lors de la rédaction de ce mémoire d’habilitation & diriger les recherches, mon laboratoire
de rattachement a pour thématique clef le « ROle de la communication et des facteurs
environnementaux ou eucaryotes dans I'adaptation et la virulence bactérienne. ». Ces divers mots
clefs semblent a premiére vue éloignés des centres d’intérét de la jeune étudiante en DEUG Sciences
et Structure de la Matiere que j'étais au siecle dernier. Cependant ce parcours transdisciplinaire allant
des sciences dites « dures » au monde du vivant m’a permis d’évoluer des interfaces et phénomenes
physico-chimiques a I'enveloppe microbienne. A force de communication, mon adaptation s’est
réalisée au travers de difféerents environnements : de la matiere abiotique a biotique. Ainsi ai-je
guelques traits communs avec nos chéres souches modekssuldgamonas fluorescens ! Le mot
interface sous divers aspects a rythmé ma recherche comme un leitmotiv, comme vous pourrez le

découvrir dans les pages qui vont suivre.
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Bilan de mes recherches

Mes recherches doctorales, sous la direction des Pr E NAKACHE et AM ORECCHIONI, ont
débuté au sein de I'équipe Polymeéres et Interfaces d’un laboratoire de Chimie, Laboratoire de Chimie
Moléculaire Thio-organique LCMT UMR-CNRS 6507, a I'Université de Caen et ont ciblé des
biomolécules. J'ai appréhendé la physico-chimie, voire la structure de ces macromolécules naturelles,
afin de les valoriser sous une forme galénique toujours d’actualité : I'encapsulation. Puis j'ai évalué
la faisabilité de la vectorisation en y incorporant des molécules actives.

Suite & mon recrutement par I'Université de Rouen, comme ATER (2001), puis comme maitre de
conférences (2002), je me suis intéressée dans un premier temps aux biosurfactants (BSs) bactérien:
-autres biomolécules- au sein du Laboratoire de Microbiologie du Froid, EA 2123, devenu
Laboratoire de Microbiologie du Froid — Signaux et MicroEnvironnement (LMDF-SME) EA 4312,
puis en 2011 en Laboratoire de Microbiologie-Signaux et Microenvironnement (LMSM, EA 4312)
dirigés par le Pr. N ORANGE, puis par le Pr M FEUILLOLEY. La production des BSs, molécules
amphiphiles, modifie la physico-chimie de la surface bactérienne et, par conséquent, influence son
adaptation a son micro-environnement, voire sa virulence. Au long des années, ma formation en
microbiologie s’étoffant, jai élargi mon champ de recherche débutant par l'identification et
I'établissement des conditions de sécrétion des BSs. J'ai ensuite évalué leur implication dans le
comportement adhésif bactérien, dans la virulence bactérienne, voire leur rle dans la communication
bactérienne. Parallelement, jai collaboré a une possible valorisation de ces biomolécules en
bioremédiation des sédiments estuariens.

Suite a ma participation a une étude sur la qualité de I'air, un questionnement est apparu : les bactéries
aéroportées ne seraient-elles pas l'interface catalysée par la pollution automobile déclenchant chez
I’lhumain des pneumopathies bactériennes exacerbées en période de forte pollution. Apres avoir étudié
limpact sur la physiologie d’'une souche aéroporté®sieudomonas fluoresced®xpositions au

NO2, marqueur de pollution automobile, nous avons approfondi cette thématique pour évaluer
l'impact de ce méme stress chimique au niveau de la paroi bactérienne, interface de la bactérie avec
son microenvironnement. Y a-t’il simple diffusion du N€ans autre réponse bactérienne, comme le
sous-entend I'approche traditionnelle de 'immuno-suppression humaine provoquée par la pollution ?
Ou la bactérie met-elle en ceuvre une réponse plus ou moins complexe localisée dans sa paroi,

interface avec I'environnement extérieur?
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Figure 1 : Synoptiques de mes travaux en recherche. A : Synthése thématique. B :
Encadrements, financements et collaborations.
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Parallélement j'ai eu I'opportunité de collaborer sur une autre thématique de sécurité sanitaire,
concernant les produits cosmeétiques. L’'objectif était de documenter le vieillissement de
nanoparticules (NPs) de TiCen lotion solaire sur deux bactéries représentatives du microbiote
cutané. Suite a la formulation de deux lotions solaires modeéles contenant des NPs hydrophiles ou
hydrophobes, la croissance bactérienne a été étudiée lors de deux scenarii mimant soit le stockage du
produit, soit l'application de la formule solaire sur la peau. Désirant évaluer le cas d'une
biocontamination ponctuelle d'un cosmeétique lors de sa production ou lors du prélevement
consommateur avant application, une solrHaiorescens'origine aéroportée a été mise en contact

avec de NPs de TiOhydrophiles. La membrane bactérienne s’en trouve-t'elle impactée, voire
perméabilisée ?

Ces diverses recherches ont été mises en ceuvre au travers d’encadrements, de collaborations, dont |

synoptique est présenté en Figure 1.

1) Interface : quelle réalité physique ?
Dans un premier temps, quelle réalité physique désigne le terme « interface » ? Le dictionnaire

Le Grand Robert (2017) indique pour cet anglicisme « Surface de séparation entre deux phases
distinctes (solide-liquide, solide-gaz, liquide-gaz) ». D’apr&ndyclopsedia Universalisune

interface peut étre définie, d’une facon plus générale, comme étant la zone qui sépare deux milieux
condensés qui peuvent différer par leur composition et / ou structure chimique (BOUQUET and
LANGERON, n.d.).

Deux différences apparaissent. L'interface a-t'elle 2 ou 3 dimensions ? Est-elle d’épaisseur nulle ou
correspond-elle & un volume « transitoire » ou localement les propriétés commencent a étre
différentes de celles des deux phases dites en contact, tout en formant un gradient (un continuum de
'une a lautre) ? Ici, nous placant a terme a I'échelle bactérienne, nous resterons sur la vision
classique d’'une interface d’épaisseur nulle, évitant le chausse-trappe d’interphase qui pourrait étre a
I'origine de quiproquo entre chimistes et biologistes !

Le second point de litige concerne la nature des phases en contact. Dans le cadre de ce mémoire, nou
prendrons en compte tous les systémes évoqués par le dictionnaire Le Grand Robert, complétés par
le contact de deux liquides non miscibles, donc zone de forte hétérogénéité a courte distance.
Débutons donc notre périple !

II) Création d’interfaces a I'aide de biomolécules
Au cours de ma recherche doctorale (DEA et thése), je me suis intéressée au chitosane,

polysaccharide extrait de crustacés ou champignons, mais aussi aux gliadines, protéines extraites du
gluten de blé. Ces études ont bénéficié du soutien financier du réseau Matériaux-Polymeres-Plasturgie

Normand. Le cceur de ces travaux a repose sur la solubilité de ces deux biomolécules dans différents

27



systemes de solvants. Plus particulierement pour les gliadines, grace a une collaboration avec les Dr
RENARD (Laboratoire de Physico-chimie des Macromolécules, INRA de Nantes) et. POPINEAU
(Laboratoire de Biochimie et Biotechnologies des Protéines, INRA de Nantes), fournisseur de ces
protéines, nous avons mené la caractérisation des protéines solubilisées par diffusion dynamique et
statique de la lumiére grace a des mesures en diffusion de neutrons aux petits angles, effectuées at
sein du Laboratoire Léon Brillouin du CEA-Saclay. Pour cela, jai suivi une formation préalable lors
des Journées de la Société Neutronique Francaise a Albé (Vosges) en juillet 1997. Ces expériences
de diffusion de neutrons aux petits angles ont permis d'apprécier, pour les différentes fractions
protéiquesd, B, y etw-gliadine), leur conformation et leur influence Bicomportement en solution

de deux extraits « bruts », mélanges de ces diverses fractions polluées faiblement par des gluténines.
Cette étude en milieu deutéré a mis en lumiere un comportement similaire pour les feagtiens

v- gliadine de masse moléculaire tres proche (25348) let constituants majoritaires des extraits

bruts, alors que les-gliadines (65-80 kDa) se comportent davantage cofemgluténines (80-100

kDa). La solubilité des fractions les plus légeres n’est pas modifieée par la présenegliddmes,

ni des gluténines. En bilan, meilleure est la solubilit¢ des gliadines, plus expansée est leur
conformation en solution (Orecchioni et al., 2006).

La solubilité des deux extraits en milieu hydroalcoolique deutéré par diffusion de neutrons aux petits
angles a été confrontée a I'étude similaire en turbidimétrie en eau/éthanol. Ces deux approches
expérimentales désignent la méme composition en solvants comme optimum de solubilisation, qui
s’avere dépendante de la composition relative, ¢ret. v gliadines (Orecchioni et al., 2006).

La voie de valorisation pressentie pour ces extraits bruts de gliadines était la formation par
précipitation de particules, intéressant le domaine de I'encapsulation (Duclairoir, 2000; Duclairoir et
al., 1999; Orecchioni et al., 2007; Denis Renard et al., 2002a, 2002b; D Renard et al., 2002; Renard
and Reddy, 2007). Le procédé mis en ceuvre a é€té la coacervation simple (Duclairoir et al., 1998;
Orecchioni et al., 2006; Denis Renard et al., 2002a; D Renard et al., 2002). Ainsi la séparation de
phase est induite par le phénomeéne physico-chimique de sursaturation menant au « compactage » dt
biopolymere par désolvatation rendant le milieu moins favorable a la solubilité des macromolécules.
Ce procédé interfacial peut étre obtenu par divers stress dont la variation de la composition du milieu
en solvant qui a été mis en ceuvre (Duclairoir et al., 1998, 1999; Orecchioni et al., 2001, 2006, 2007;
Denis Renard et al., 2002a; Renard and Reddy, 2007).

J'ai optimisé le procédé en étudiant l'influence de divers parametres expérimentaux sur la taille des
particules, me conférant une expertise granulométrique de tout type d’objet en solution de quelques
nanomeétres a quelques millimetres (Duclairoir and Nakache, 2002). La taille des nanoparticules
optimisées a été d’'un diamétre de l'ordre de 900 nm (Duclairoir et al., 2002, 1999, 1998).

La modélisation de la formation des nanoparticules a été montrée comme une nucléation trés rapide,
voire instantanée lors de la premiere phase de la désolvatation des gliadines, puis I'intégration de

nouvelles macromolécules a leur surface assurant la croissance particulaire (Orecchioni et al., 2006).
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L'étude de valorisation a aboutie a la faisabilité de I'encapsulation et le relargage de 4 actifs de
polarité différente : la vitamine A (Duclairoir et al., 1999), la vitamine E hydrophobe (Duclairoir et

al., 2003, 2002), I'extrait de lavande peu polaire et le chlorure de benzalkonium, un amphiphile
cationique (Duclairoir et al., 2003; D Renard et al., 2002). L’encapsulation est d’autant plus
intéressante que le principe actif présente une polarité similaire aux protéines hydrophobes. Le
relargage se réalise en deux phases. Dans un premier temps, suite au processus de désolvatation, ur
partie du principe actif, quelle que soit sa nature chimique, se trouve en surface des particules et donc
se désorbe par un relargage rapide, qualifié d“effet burst”. Le relargage se poursuit plus lentement,
car il est tributaire de la migration du principe actif au sein de la particule assimilable a une sphere
homogene jusqu’a sa surface, interface avec le milieu extérieur (Duclairoir et al., 2003; D Renard et
al., 2002).

Production scientifigue correspondanteP1-P8 ; Chl-ch2 ; Pdcl ; Cintl ; C1-C6 ; A1-All.

Cette caractérisation de biopolymeéres en solution m’a ouvert une porte sur la physico-chimie des
biomolécules. Depuis mon intégration en 2001 a l'actuel LMSM, les biomolécules que sont les
biosurfactants (BSs) m’ont permis de découvrir et d’apprivoiser le monde du vivant et plus

particulierement les bactéries et leurs réponses a leur microenvironnement.

lIl) Biosurfactants, exoproduits bactériens amphiphiles
Les BSs bactériens, comme les surfactants synthétiques, sont des molécules amphiphiles,

dénommées aussi amphipathiques, ou bien, plus rarement, amphilyophiles ou amphipolaires. Elles
sont constituées d’'une partie présentant une affinité pour 'eau, mais aussi une seconde partie plus
hydrophobe. Les anglo-saxons désignent par le substantif « amphiphiles », équivalent a
« surfactants », les tensioactifs, alors qu’« amphiphilic » ou « amphipathic » sont les adjectifs
correspondants.

Cette nature chimique ambivalente conféere aux tensioactifs leur capacité a se localiser
préférentiellement a toute interface, abiotique (solide, gaz, liquide) ou biotique (organismes
producteurs ou non producteurs). Si leur concentration est telle que la saturation des interfaces
disponibles est obtenue, alors I'excés de molécules amphiphiles s’organise pour former des
microdomaines de polarité opposée a celle de la phase continue sous la forme de micelles. La
Concentration Micellaire Critique (CMC) correspond a la concentration de tensioactifs nécessaire a
la saturation des diverses interfaces (Van Hamme et al., 2006).

Les BSs intéressent grandement les industriels pour leur image de produit « naturel » liée a leur faible
toxicité, leur haute biodégradibilité, leur codt modique surtout lors de valorisation de sous-produits

bioindustriels (Martinotti et al., 2013). Ces biomolécules amphiphiles peuvent étre des matieres
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premieres de nombreux produits : médicaments (Satpute et al., 2016), aliments (Nitschke and Silva,
2018), cosmétiques, pesticides (Sitaraman, 2015), lubrifiants (Das et al., 2014), dépolluants
environnementaux (bioremédiation de pollution aux hydrocarbures ou métaux lourds) (Mao et al.,
2015; Novik and Kiseleva, 2015; Santos et al., 2017).

Par définition, les BSs sont des biomolécules amphiphiles produites a la surface ou excrétées par de
nombreux étres vivants, principalement microbiens. Cette production est dépendante de la souche et
de son microenvironnement (pH, agitation, température, oxygene disponible...) (Desai and Banat,
1997). Les BSs sont habituellement classés selon leur structure chimique assurant leur amphiphilie.
Ainsi la partie hydrophobe est constituée d’'une chaine lipidique (insaturée, linaire ou plus complexe),
alors que la partie hydrophile peut étre glucidique ou peptidique. Les BSs comprennent
principalement

» des glycolipides (Rosenberg and Ron, 1999) : rhamnolifieAraujo et al., 2016; Kiran et
al., 2016), les tréhalolipides (Soberon-Chavez et al., 2005), les sophorolipides (Hirata et al.,
2009) ;

» des lipopeptides-lipoprotéines : non cycliques (Seghal Kiran et al., 2010) et cyliques -les
CLPs- dont, plus particulierement, la surfactine (Loiseau et al., 2015; Ongena and Jacques,
2008), l'amphisine, la viscosine (Nielsen et al., 2002; Nielsen and Sorensen, 2003;
Raaijmakers et al., 2006)... ;

» des lipides (acides gras, lipides neutres, phospholipides) (Desai and Banat, 1997) ;

» des polyméres tensioactifs : emulsan, liposan (Calvo et al., 2009) ; des particules tensioactives
(toute ou partie cellulaire du microorganisme) (Desai and Banat, 1997).

Leur role dans la physiologie microbienne, et plus particulierement bactérienne, a été documenté de
plus en plus largement ces vingt derniéres années (Ron and Rosenberg, 2001).

Les BSs s’avérent incontournables pour toute forme de vie communautaire (biofilms, films
surfaciques, agrégats...), ils interviennent dans la transition du mode planctonique au mode sessile.
Effectivement les microorganismes interagissent avec leur micro-environnement en modulant les
phénomeénes interfaciaux existant via leur production de BSs. Ainsi, ces molécules amphiphiles
agissent comme des médiateurs. Dans la nature, ils peuvent avoir un réle physiologique en améliorant
la biodisponibilité des nutriments, en favorisant leur solubilisation, voire leur assimilation. Ainsi, les
bactéries déegradant des hydrocarbures produisent souvent des BSs favorisant une meilleure
biodégradation de ces composés. lls peuvent étre aussi impliqgués dans la mobilité bactérienne, mais
aussi participer aux mécanismes cellulaires tels que la communication et la différenciation. lls
prennent part a la formation des biofilms, interagissent avec d'autres exoproduits microbiens
(protéines, enzymes...) en modifiant leur conformation, leur spécificité et, par conséquent, en
modulant leur activité (Singh et al., 2007). Ainsi les BSs secrétés par les microorganismes leur
permettent la régulation des transferts de nutriments, de déchets, de molécules de communication,

mais aussi impactent les interactions hoétes-microorganismes et donc participent a la virulence
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microbienne. De plus, ils influencent la croissance microbienne en réduisant la disponibilité des
substrats nutritifs, en modifiant le pH et en séquestrant des métabolites toxiques (Van Hamme et al.,
2006).

Les especes bactériennes productrices de BSs comptent parmi elles Rsspeb@monagui était

le modele de prédilection du laboratoire lors de mon intégration comme ATER, puis maitre de

conférences.

A) Production de cyclolipopeptides par de hombreuses souches de
P. fluorescens de toute niche environnementale

Beaucoup de travaux dans la littérature traitent des rhamnolipides, BSs produits, entre autres,
par P. aeruginosgde Araujo et al., 2016; Kiran et al., 2016). Comme l'indique leur nom, ces BSs
sont constitués d’'unités osidiques comme partie hydrophile, liés a une chaine carbonée hydrophobe.
Cependant ce savoir n'est pas transposable a I'eshefteorescengdont j'ai pu caractériser un
certain nombre des souches de diverses origines. Effectivement certaines desPsmigh@msonas
fluorescent spp. sont connues pour produire des cyclolipopeptides (CLPs) (Kruijt et al., 2009; Poc et
al., 2011; Raaijmakers et al., 2010; Rokni-Zadeh et al., 2011a; Roongsawang et al., 2003) dont la
surfactine (Loiseau et al., 2015; Ongena and Jacques, 2008; Rivardo et al., 2009; Vlamakis et al.,
2013). Ce BS est caractérisé par sa queue lipidique formée d’un cycle de 7 acides aminés (Nielsen et
al., 2002). Selon les souchBseudomonas spp., d’autres familles de CLPs sont décrites avec des
chaines apolaires carbonées plus ou moins longues, reliées a des peptides cyclisés dont le nombre
d’acides aminés varie selon I'organisme et les conditions de culture. Cependant, les acides aminés
habituellement constitutifs de ces CLPs comptent parmi eux l'acide aspartique (Asp ou E), l'acide
glutamique (Glu ou E), la glutamine (GIn ou Q), I'isoleucine (lle ou I), la leucine (Leu ou L), la sérine
(Ser ou S), la thréonine (Thr ou T) et la valine (Val ou V) (Ongena and Jacques, 2008). Parmi ces
CLPs, sont déja identifiées I'amphisine, la viscosine (Bak et al., 2015; Kruijt et al., 2009; Nielsen et
al., 1999; Raaijmakers et al., 2010, 2006; Roongsawang et al., 2003) ...

Depuis mon intégration a I'Université de Rouen, j'ai eu l'opportunité de caractériser les CLPs
produits par des souches Eseudomonasssues de trois compartiments : la rhizosphere, I'air et les
patients atteints de pneumopathies. Le Tableau 1 synthétise ces identifications.

(1) Origine rhizosphérique
Lors du travail doctoral du Dr NGOYA (2003-2007)eqj'ai co-encadré avec le Pr

ORANGE et l'unité de recherche en Bioadhésion et Hygiene des Matériaux, INRA de Massy (Pr
BELLON-FONTAINE et Dr MEYLHEUC), nous avons évalué la production de BSs sur une
trentaine de souch&seudomonas fluoresceissues de la rhizosphére. Puis, ce panel a été réduit a

13 souches plus spécifiques. Leur production de BS a été observée a deux températures : 8°C (miman
les conditions de stockage en chambre froide) et 17°C (optimum de production des BSs et température
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en salle d’opération hospitaliere). Aprés une longue mise au point des conditions de production, nous
avons mis en eévidence, dans ces conditions, la production de 22 BSs différents identifiés et
caractérisés par HPLC-MS comme des cyclolipopeptides (CLPs) apparentés a I'amphisine, a la
viscosine et a la viscosinamide. 7 ont été identifiés pour la premiére fois. Ces familles de CLPs sont
caractérisées par le nombre d’acides aminés formant la téte polaire et impliqués dans le cycle, ainsi
gue par le nombre de carbones de la queue hydrophobe dont la substitution peut étre variable. La téte
hydrophile des apparentés de 'amphisine (amphisine-like), de la viscosine et de la viscosinamide
(viscosine-like) est constituée de deux résidus aminés reliés a la queue apolaire, complétés par un
cycle comprenant, respectivement, 11 et 9 acides aminés. Jai pu proposer une technique
d’identification rapide entre ces 3 familles de BSs en croisant leur charge ionique et leur signature
hémolytique.

La température de croissance a 17°C s’est avérée étre davantage favorable a la production de CLPs
en abondance et en quantité qu’a celle a 8°C.

Production scientifigue correspondanteP15 ; C7-C8 ; A12 ; A15.

Encadrements 14-L5 ; M1-2 ; M2-1 ; D1.

(2) Origine aéroportée
Avec le Dr GROBOILLOT et le Pr ORANGE, jai co-dikg depuis 2008, le volet micro-

organisme du projet Particules Urbaines et Céréalieres, Microorganismes Mycotoxines et Pesticides
(PUC2MP) financé par 'AFSSET. Ce projet sera présenté plus largement ultérieurement. |l a été
'occasion de constituer une souchothéque de microorganismes aéroportés parmi lesquelles 15
souches d&®seudomonas spp. ont été étudiées pour leur potentiel de production de BSs a l'aide du
tensiometre Kriiss DSA30, financé par le FEDER ViruldP@eudomonasg! souches se sont avéerées
productrices de BSs. Suite a la mise au point d'un protocole de purification avec l'aide du Dr
KOLTALO (COBRA, Université de Rouen), les caractéristiques physico-chimiques de ces BS
purifiés ont été évaluées. Ces biomolécules ont été caractérisees comme des CLPs : la souche
MFAF88 produisant des amphisine-like, MFAOZ2 des putisolvine-like et MFAD21c et MFAH4a des
CLPs non connus. Plus récemment, grace a une collaboration avec I'EBI, université de Poitiers (Pr
BERJEAUD et Dr VERDON) lors de la these de S DEPAYRAS (thése 2015- soutenance prévue en
2018), les BSs ont pu étre plus finement identifiés, d’autant que la famille des CLPs a été complétée
par les apparentés PPZPM, constitués de 10 acides aminés dont 8 formant un cycle polaire (Weisshoff
et al., 2014). Les CLPs produits par les souches MFAD21c et MFAH4a appartiennent a cette nouvelle
famille.

En conclusion, la niche « air » recele des souPlsesidomonaaéroportées productrices de CLPs de
structures variées. La production ne semble pas spécifique a un habitat particulier.

Production scientifique correspondanteP14; P20 ; Pdc2 ; C19 ; A21; A26 ; A30.

Encadrements M1_4; D3 ; PD2.
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Molar mass STRUCTURE
Niche Souche CLP ) -
{g-mol”) Fatty Acid 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P. fluorescens Massetolide E 1112 CH5(CH,);CH({OH)-CO L-Leu |D-GIU D:::rn- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Val
PA7B Viscosin 1126 CH5(CH,);CH({OH)-CO L-Leu |D-GIU D:::rn- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
P. ﬂg;’;;;e”s Amphisin 1395 |CH,(CH,);CH(OH)-CO D-Leu |D-Asp D::r:':" D-Leu | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-GIn| L-Ser |L-lle|L-Asp
P. ﬂ‘é‘;_’;;;e”s Lokisin 1354  |CH,(CH,);CH(OH)-CO D-Leu |D-Asp D::r:':" D-Leu | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Leu |L-lle|L-Asp
X- X- X-
2 1112 CH5(CH,);CH({OH)-CO Leullle x-Glu | x-Thr | x-Val Leulle x-Ser Leu/ lle x-Ser | x-Val
Bf Massetelide F 1126 CH5(CH,);CH({OH)-CO L-Leu |D-Glu D:::rn- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Leu
. fluorescens
CTS38 6 1152 |CH,(CH,)sCH{OH)-CO X G| x-Thr | xval | < [xeser| ¥ | xoser | XLV
smra cyclopr Leuflle lle lle
Massetolide B/ (CH;).CH-(CH,);CH(OH)-CO D-alle-| D-
Massetolide H 1198 | CHL(CH,);CH(OH)-CO Lleu |D-GIU| gy, | jjgpyay | e |P-Ser| Lbeu |D-Ser| L-lle
X- X- ™
2 1112 CH;(CH,);CH({OH)-CO Leullle x-Glu | x-Thr | x-Val Leullle x-Ser Leu/ lle x-Ser | x-Val
Massetolide F 1126 |CH;(CH,);CH(OH)-CO L-Leu |D-Glu D::::’- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Leu
L
o Massetolide A/ D-allo- L-
% P. fluorescens Massetolide D / 1140 CH3(CH,);CH(OH)-CO L-Leu |D-Glu Thr D-lle | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser lle/Leu
p cTS50 Pseudophomin A (CH.),CH-(CH,},CH(OH)-CO | L-Leu |D-Glu D'T’:l':" D-le | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
@] X~ X~ X-
g ?- 1166 |C,H,0O, Zz W | x-Thr | x-Val Leullle x-Ser Leullle x-Ser Leullle
= P“s"':::z":::l:g 1168 |CH,(CHa)sCH(OH)-CO L-Leu |D-Glu D'T’:l':" D'ﬁ:“" LiD-Leu|D-Ser| L-Leu |D-Ser IIEJIf_I_-eu
P. fluorescens Amphisin 1395 |CH;(CH,);CH(OH)-CO D-Leu |D-Asp D::::’- D-Leu| D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Gin | L-Ser |L-lle L-Asp
cTs70 Tensin 1408 |CH,(CH,),CH(OH)-CO D-Leu | D-Asp D'T’:l':" D-Leu| D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Gin | L-Leu |L-le|L-Glu
P. fluorescens Massetolide E 1112  |CH;(CH,);CH(OH)-CO L-Leu |D-Glu D::::’- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Val
CTs117 x-Leu X- X- X-
1 1126 |CH;(CH,);CH(OH)-CO llle X-Glu | x-Thr | x-Val Leu e x-Ser Leu e x-Ser Leu e
F. fluorescens Hodersin 1409 |CHy(CH,),C(OH),-CO xLeu | x-Asp |21 xeu | x-Leu |x-Ser| x-Leu | x-GIn | x-Leu |xle x-Glu
CTS193 Thr
Viscosinamide B 1111 CH,(CH,);CH({OH}-CO L-Leu |D-GIn D:;:':'- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Val
Viscosinamide C 11256 |CH5(CH,);CH{OH)-CO L-Leu |D-GIn D:;:':'- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Leu
P ﬂ‘g:;"e”s Viscosinamide A 1126 |CH,(CH,),CH(OH)-CO L-Leu |D-GIn D:;'r"':" D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-le
x-cyclo X~ X- X-
4 1151 CH(CH;)sCH{OH)-CO proAla X-GIn | x-Thr | x-Val Leu flie x-Ser Leu flie x-Ser Leu flie
Viscosinamide D 1153 CH5(CH,);CH{OH)-CO L-Leu |D-Gin D:;I]I:r- D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
P. fluorescens PPZPM-2 1254 CH(CH,);CH(OH)-CO Leu Glu Thr lle Leu Ser Leu Leu Ser lle
MFAD21c PPZPM-1 1240 |CH;(CH,);CH(OH)-CO Leu Glu | Thr | Val Leu | Ser | Leu | Leu Ser | lle
P. putida Putisolvine | 1380 CH,(CH,),CO Leu Glu Leu lle Gin Ser Val lle Ser |Leu| Val | Ser
- MFAF83 Putisolvine Il 1394  |CH,(CH.),CO Leu Glu | Leu lle Gln | Ser | Val lle Ser |Leu I;IT: Ser
E e PPZPM-6 1226 |CH;(CH,);C(OH)-CO Leu Glu Thr Val Leu Ser Leu Leu Ser | Val
: l,::_’;ﬁ::”s PPZPM-2 1264 |CH,(CH,),CH(OH)-CO Leu | Glu | Thr | lle | Leu | Ser | Leu | Leu | Ser | lle
PPZPM-1 1240 CH5(CH,);CH(OH)-CO Leu Glu Thr Val Leu Ser Leu Leu Ser lle
P. fluorescens Amphisine 1396 CHs(CH,);CH(OH)-CO Leu Asp Thr Leu Leu Ser Leu Gln Leu lle | Asp
MFAO2 Tensine 1410  |CH,(CH,);CH[OH)-CO Leu | Asp | Thr | Leu | Leu | Ser | Leu Gln Leu | lle | Glu
Viscosinamide B 1111 CH5(CH,);CH(OH)-CO L-Leu |D-Gln D:::rn' D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Val
P. fluorescens Viscosinamide A 11256 |CH5(CH,);CH{OH)-CO L-Leu |D-GIn D:;I]I:' D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
MFN1032 x-cyclo L- X- X-
1151 CH3(CH,)sCH(OH)-CO -Gl -Thi -Val -8 -8
4 (CH:):CH(OH) proala | " | XN XVE 1) oy e M Leu e | " |Leu e
= Viscosinamide D 1153 CH5(CH,)sCH{OH)-CO L-Leu |D-Gin D::I:I:'" D-Val | L-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
=<
E Pseudodesmin B 1111 CH5(CH,);CH({OH)-CO L-Leu |D-Gin D::I:I:'" D-Val | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Val
]
+ Pseudodesmin C 1125 CH5(CH,);CH(OH)-CO L-Leu |D-Gln D:::rn' D-Val | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-Leu
P ﬂ;ﬁ:‘j?;”s Pseudodesmin A 11256 |CHy(CH,),CH(OH)-CO L-Leu |D-GIn D:::- D-Val | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-le
w x-cyclo D- X- X-
1151 CH3(CH,)sCH(OH)-CO -Gl -Thi -Val -8 -8
4 (CH:):CH(OH) proala | " | XN XVE 1) ou e M Leu e | %" |Leu e
Pseudodesmin D 1153 CH5(CH,)sCH{OH)-CO L-Leu |D-Gin D::I:I:'" D-Val | D-Leu |D-Ser| L-Leu |D-Ser| L-lle
. . . G . , . s 2 .
Tableau 1 : Les diverses souches productrices de BSs, que jai eu I'occasion d'étudier et de

caractériser.

(3) Origine clinique

Le panel bactérien du travail doctoral du Dr NGOY20@3-2007) contenait aussi trois

souched. fluorescensliniques, a I'origine de pneumopathies. MF2256 s’est avérée non productrice
de BS, alors que MFN1032 et MFY162 produisent des CLPs de la famille de la viscosinamide, peu

étudiée (Geudens et al., 2014; Nielsen et al., 1999). Une approche de la régulation de la production
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des CLP par modélisation informatique a été effectuée lors d'une collaboration avec des
bioinformaticien I''I3S du CNRS de Sophia-Antipolis (Richard et al., 2012).

Depuis quelques années, la biosynthese des CLPs a été décrite et repose sur les peptides synthast
non ribosomiales (NRPSs). Ces systéemes multifonctionnels sont constitués de plusieurs modules dont
le nombre est fonction de celui des acides aminés constituants les CLP. Effectivement un premier
module initie la n-acylation entre le premier acide aminé et la queue acid&lgrdsoxylé via un

domaine NRPS de condensation (C1) qui est réputé spécifique a ces BSs. Puis la chaine peptidique
s’accroit par I'action consécutive de modules NRPS d’élongation. Aprés le clivage d’'un domaine
thioesterase, une intracyclisation se produit et permet la libération du CLP (Rokni-Zadeh et al., 2011b;
Zhao et al., 2016). Suite au financement FEDER SSE LMSM d’'un séquencage de laRsouche
fluorescendviIFN1032, le Dr MERIEAU a confirmé par bioinformatique la présence des genes NRPS
codant le domaine C1 de lipoinitiation des CLPs. Son étude phylogénique sur ce domaine C1 a mis
en évidence une tres forte homologie entre celui de la souche P. fluoreBedh632 et celui de la

souche rhizosphériqu fluorescen®R54, productrice de viscosinamide et apparentés (Geudens et
al., 2014; Nielsen et al., 1999). S DEPAYRAS a établi la production de 4 viscosinamides-like par la
soucheP. fluorescen®MFN1032 a 28°C en milieu pauvre (Davis medium), dont le CLP majoritaire

est la viscosinamide A. Sa production s’est révélée effective dés la phase exponentielle de croissance
par imagerie HPTLC MALDI-TOF (high-performance thin-layer chromatography couplée matrix-
assisted laser desorption ionization), dont le développement a été réalisé lors de la these du Dr
KONDAKOVA (2012-2015) au LMSM qui sera évoquée ultérieurement.

Production scientifique correspondanteP9 ; C8 ; C26 ; A42 ; Ad4.

Encadrements L1 ; M1 4; M2 _1; M2 _2; D1-D3.

Prise dans son intégralité, cette étude confirme que la production des CLPs n’est pas liée a un
habitat particulier. De plus, la structure chimique des CLPs est spécifique a Esapammonas
fluorescent producteur, mais est aussi dépendante des conditions de production. Ainsi le Tableau 1
récapitule I'ensemble des CLPs identifiés ou pressentis. Une telle variété souléve une interrogation

sur leur utilité pour leurs organismes producteurs, mais aussi de leur valorisation potentielle.

B) Valorisation de CLPs en réponse a une pollution
environnementale
Parmi les traitements de dépollutions de sols pollués par des hydrocarbures poly-insaturés

(HAP), I'utilisation de tensioactifs est reconnue comme efficace, car elle s’appuie sur des procédés
de lavage des sols (Lim et al., 2016). Les rhamnolipides ainsi que la surfactine, un CLP, sont
traditionnellement étudiés en bioremédiation. Dans le cadre des projets interreg RESSOLYV, puis
SCALE, en collaboration avec le Dr KOLTALO du LASOC (devenu équipe SIMA de 'UMR
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COBRA, Université de Rouen Normandie), nous avons étudié l'alternative qu’est le cyclolipopeptide
anionique : 'amphisine, ayant une activité tensio-active plus importante que les BSs précédemment
cités. Mon role était de produire ce BS, mais aussi, en collaboration avec les Dr GROBOILLOT et Pr
ORANGE, d‘évaluer, sur la physiologie de la souche bactérienne productrice d’ampRisine,
fluorescendDSS73, I'impact de la présence de difféerents HAP modéles : naphtaléne, phénantréne,
pyrene et fluorene (Groboillot et al., 2011). D’autre part, le Dr F KOLTALO a comparé une autre
famille de CLPs, la viscosine et le Massetolide E avec les surfactants synthétiques lors de la
remédiation de sédiments pollués par séparation électrocinétique, afin de désorber les polluants HAP
et métaux lourds (Ammami et al., 2015; Portet-Koltalo et al., 2013, 2011, 2010). Les BSs s’averent
plus efficaces lors de la remédiation des métaux lourds que des HAP, mais moins efficaces que les
surfactants synthétiques. Cependant il pourrait étre intéressant de tester de plus fortes concentrations
de ces BSs pour favoriser la formation de micelles évacuant les contaminants.

Production scientifigue correspondanteP10-P12 ; P17 ; P22 ; A16 ; A19.

Encadrements L2-L3; L7.

C) Réle des BSs : élément de la réponse adaptative de
Pseudomonas a leur microenvironnement
Toute production microbienne ne peut étre gratuite au vu du codt énergétique correspondant

(Ferenci, 2007). Aussi nous avons évalué le potentiel adaptatif bactérien lié aux BSs. Tout d’abord
nous avons examiné I'impact des BSs sur la physiologie en termes de capacité a coloniser, via la
mobilité bactérienne et la formation de biofilm, puis comme réponse bactérienne a des stress
abiotiques et biotigues. Commencons a enquéter sur I'apport des BSs dans I'habileté de la bactérie a

Se mouvoir.

(1) Physiologie bactérienne
(a) Mobilité
Les BSs, comme leurs homologues synthétiques, pactmstitution sont connus pour réduire les

frictions entre bactéries et n'importe quelle surface et peuvent faciliter leur déplacement. lls s’avérent
impliqués aussi bien lors de mode de mobilité active, i.e. motilité, (swarming, gliding) ou passive
(sliding) (Harshey, 2003). Le gliding n’a été décrit que pour certaines especes microbiennes et parmi
le phylum Bacteroidetes, pour l'espeédavobacterium johnsonigefortement éloignée des
Pseudomonas spp. Ce mouvement fluide généralement le long du plus grand axe microbien, sur
gélose de 1 a 1,5% d’agar, est obtenu grace aux BSs excrétés et par la complexation de sulfolipides
de la membrane externe (Harshey, 2003) permettant une « focal-adhesion » a la surface abiotique
(Kearns, 2010). Cependant cette motilité ne semble pas concerner les micro-organismes que j'ai pu
étudier. Le swarming, autre mode de motilité, est défini comme un déplacement bactérien collectif et

rapide sur une surface semi-solide, résultant de la force motrice liée a la rotation flagellaire (Kearns,
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2010). Elle se caractérise par une activité intercellulaire, ainsi qu'une différenciation morphologique
des cellules (Tremblay and Déziel, 2008) en présence d’exoproduits, le plus frequemment des BSs
(Kearns, 2010). Il est détectable sur gélose de 0,5 a 2% d’agar (Harshey, 2003; Tremblay and Déziel,
2008) en milieu riche, mais son observation est largement dépendante de I'espéce (Kearns, 2010) et
des conditions expérimentales (Tremblay and Déziel, 2008). Le déplacement passif de glisse (sliding
ou spreading) a été décrit comme favorisé par les BSs, confortés par la présence de polysaccharides
en l'absence de tout appendice moteur fonctionnel tel que flagelle ou pili. Il est visuellement
observable en milieu gélosé contenant 0,2 a 0,7% d’agar. Les forces d’expansion lors de la croissance
bactérienne se combine avec I'abaissement de tension de surface liée aux BSs (Harshey, 2003;
Kearns, 2010). Alsohiret al. (Alsohim et al., 2014) indiquent que les deux mobilités peuvent se
cumuler, rendant les interprétations délicates, surtout que la prépondérance de I'une ou l'autre est
soumise aux conditions expérimentales, pouvant de plus étre impactée par la qualité de I'eau ou de
'agar utilisée lors de la préparation des milieux gélosés. Cette étude est d’autant plus intéressante
gu’elle étudie la mobilité de la soucRefluorescen&§BW?25 productrice de viscosine, CLP difféerent

de la viscosinamide, I'acide aminé Glu se substituant a GIn. La viscosine s’avere indispensable pour
le sliding, qualifié de spidery spreading, i.e. diffusion fractale. Le swarming est dépendant de
flagelle(s) fonctionnel(s), mais la viscosine, optionnelle, accélere la vitesse de diffusion sur la surface
semi-solide. Elle serait responsable du front humide précédent la zone du swarming, mais aussi de la

morphologie plus ou moins accidentée du front de diffusion.
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Figure 2 : Mobilités bactériennes impliquant les BSs. A : mobilité active —
motilité ; B : mobilité passive adapté de Kearns (Kearns, 2010).

L’ensemble des souches deflRorescengjue j’'ai pu étudier présentait une mobilité de type swarm,
(communication personnelle). Cependant les morphologies des zones de diffusion et de leur front
pouvaient étre trés variables. Ainsi toutes les non productrices, comme la souche aéroportée
MFAF76a (Duclairoir Poc et al., 2014), présentent un zone de diffusion circulaire, alors que des
festons, voire des dendrites se forment pour les productrices de biosurfactants. Ainsi est visible le
« film d’eau » contenant probablement la viscoinamide et précédant le front de diffusion lié au swarm
de la souche clinique MFN1032.
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L’ensemble de ces mobilités, passive ou active, ont un réle significatif dans la colonisation

des surfaces par les bactéries qui débute toujours par une étape d’adhésion.

(b) Adhésion
Pour d’étudier I'impact des BSs dans I'adhésion draatne, j'ai évalué I'adhésion de deux

souches rhizosphériques productrices de BSs couplées a un mutant non producteur. Il $agit des
fluorescen®®FA7b et DSS73 produisant des CLPs de type viscosine et amphisine respectivement, et
de PflVis- et DSS73-15C2, leurs mutants relatifs. Les conditions optimales de production de BSs
ont été constatées a 17°C en milieu DMB. Le temps de contact pour 'adhésion est défini comme un
temps de génération.

Le phénomene d’adhésion se concrétise par des interactions a plus ou moins longue portée et
des détachements du support abiotique, tous gouvernés, en partie, par les propriétés de surface de
bactéries. L’hydrophilie de chaque souche sauvage et de son mutant s’avére similaire suite a des tests
Microbial Adhesion To Solvents (MATS) ciblés, comme présenté Figure 3, éliminant ainsi un biais
possible. De plus, la souche sauvage adhére moins a la surface de la microplaque que son mutan
guels gue soient les CLPs qu’elle produit. Donc les CLPs pénaliseraient I'adhésion de leur propre
producteur.
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Figure 3 : Evaluation de I'adhésion bactérienne en microplaque a 17°C en DMM,
apres un temps de génération pour les souches rhizosphériques PFA7b et DSS73 et
leur mutant respectif non producteur de BS, ainsi que leur hydrophobie. L’adhésion
est normalisée par rapport a celle de PFA7b.

Cependant, une mutation qui abolit I'expression djane localisé dans une non ribosomique
peptide synthétase (NRPS) ne peut pas uniquement ciblée la production de CLP, mais peut
implémenter d’autres modifications pouvant impacter l'adhésion, telles que la production
d’exopolysaccharides (EPS) (Alsohim et al., 2014).
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La souche cliniqu®. fluorescen$MFN1032 présente des variants spontanés, dont V1 et V3 sont non
producteurs de viscosinamides (Rossignol et al., 2009). Mettant a profit ce panel de souches, jai
caractériseé le role des viscosinamides dans I'adhésion bactérienne et la formation de biofilm. Ces
études ont été menées a 2 températures : I'optimum de production de BSs (17°C) et la température
optimale de croissance de ces souches (28°C). La température de croissance n'a pas d’'impact sur
I’hydrophilie des souches. Cependant leur hydrophilie est différente, conséquences de mutations
géneétiques chez les variants par rapport a la souche sauvage (Richard et al., 2012).
Quelle que soit la température d’incubation, les CLPs amoindrissent I'adhésion des deux mutants par
rapport a la souche sauvage.

En résumé, I'étape d’adhésion entre bactérie et surface n’est pas favorisée par les CLPs. lls
peuvent la contrecarrer selon la température d’expérience ou la niche écologique des souches

Pseudomonas fluoresceétidiées.

(c) Biofilm
Apres I'adhésion, la colonisation bactérienne asuréace se poursuit par I'élaboration d’'un

biofilm qui est le lieu d'un comportement bactérien coopératif, conduisant a des phénotypes
différenciés d’ou son hétérogénéité de structure. Les bactéries aux divers phénotypes sont enchassée
dans une matrice extracellulaire composée principalement d’exopolysaccharides (EPS) (Stoodley et
al., 2002).

Les CLPs ne semblent pas impacter le développement du biofilm bactérien en microplaques
a 17°C. Au contraire a 28°C, ils semblent favoriser son développement : le biofilm de MFN1032
contient plus de deux fois plus de bactéries que ceux de ses variants. L’apport exogéne de CLPs
n‘augmente pas I'importance du biofilm des variants aux deux températures 17 et 28°C. Cependant
I'efficacité de I'ajout de BSs est plus variable a 28°C. La tendance n‘est pas similaire a 28°C pour
ces mémes variants. Quant a la souche sauvage, suite a cet ajout, ses biofilms sont aussi amoindri
aux deux températures. (Bonnichsen et al., 2015), les viscosinamides favoriseraient la dispersion du
biofilm en le dissolvant comme la viscosine produite dissout les biofilms de la déuitherescens
SBW?25 (Bonnichsen et al., 2015; Raaijmakers et al., 2010). Viscosine est considérée comme un
catalyseur du départ des bactéries du biofilm existant suite & des altérations de I'hydrophilie de leur
surface et de la structure matricielle du biofilm. (Bonnichsen et al., 2015). Ces résultats font échos
aux contradictions de la littérature sur I'implication des CLPs au cours de la colonisation bactérienne.
Ainsi les sessilines deseudomona€MR12 (D’aes et al., 2014) ou les viscosine et apparentés de
fluorescensSBW25 (de Bruijn et al.,, 2007) favorisent la formation du biofilm en conditions
d’'incubation statiques. Au contraire un mutant de SBW25 déficient en viscosine montre une
augmentation du biofilm (Bonnichsen et al., 2015), comme d’alsesidomonaproductrices

d’'arthrofactine, orfamide et putisolvine (D’aes et al., 2010; Kruijt et al., 2009; Roongsawang et al.,
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2003). Les viscosinamides semblent participer a I'édification du biofilm en fonction des températures
d’incubation, mais ils favorisent aussi systématiquement sa dispersion.

Afin de poursuivre nos investigations, nous avons eu recours a un transformant de la souche
MFN1032, portant le gengfp, MFN1032gfp (Decoin et al., 2014)e transformant et la souche
sauvage présentent la méme hydrophobie, la méme charge de surface et la méme acidité-basicité de
Lewis, réputées gouverner I'adhésion, les interactions et le détachement bactérien avec les surfaces
abiotiques (Gallardo-Moreno et al., 2011). La cinétique de croissance de MFN1032gfp a été réalisée
pendant 48h a 28°C en DMB sur lame de verre, sa rigidité favorisant le biofilm microbien (Saha et
al., 2013). Le biofilm a été observé par microscopie confocale a 2, 24 et 48h, Figure 4A.

A B

2h

24

Figure 4 : Formation de biofilm de MFN1032gfp sur lame de verre a 28°C en
DMB. A : coupe longitudinale a 2, 24 et 48h, B : coupe transversale a 24h.

Des 2h de croissance, des structures en forme aepair@on, Figure 4B, apparaissent. Elles sont
lies a I'hétérogénéité des mobilités bactériennes, en particuliers le swarm nécessitant la production
de BSs (Mann and Wozniak, 2012). Ces superstructures restent jusqu’a 24h alors que le biofilm
s’épaissit (doublement par rapport a celui de 2h). A 48h, la hauteur de biofilm chute
significativement ; cette dispersion pourrait correspondre a la perte de ces suprastructures. Un tel
process a été décrit poRr aeruginosa, lié aux rhamnolipides via la motilité, les interactions cellule-
cellule, la différenciation et la formation de canaux hydriqgues (Mann and Wozniak, 2012). D’autre
part la viscosine, cha2. fluorescen$SBW?25, a été suggérée comme promoteur de la dispersion du
biofilm (Bonnichsen et al., 2015), comme la putisolvine, produite par une sBupbgda (Carcamo-
Oyarce et al., 2015). A l'instar, les viscosinamides pourraient rester a la surface de leurs bactéries
productrices, favorisant I'échappement individuel de ces mémes bactéries du biofilm. Jusqu’ici ce
phénomeéne n’a été décrit qu'apres plusieurs jours et non 2h comme.ftuorescendFN1032
(Bonnichsen et al., 2015; Carcamo-Oyarce et al., 2015; Mann and Wozniak, 2012). Quant aux
proéminences, elles pourraient étre provoquées par les conditions stressantes : limitation d’'un ou
plusieurs nutriments du milieu minimum (Barraud et al., 2015; Carcamo-Oyarce et al., 2015; Davies,
2011; Petrova and Sauer, 2016). De plus, leur disparition marque I'étape finale du développement du
biofilm ; les bactéries sont « relachées » de l'intérieur du biofilm par les canaux hydriques (Davies,
2011)

Pour confirmer cette potentielle implication des BSs dans la formation de biofilm, une

cinétique similaire a été réalisée sur des filtres Anapore™ transparents au microscope confocal,
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augmentant la surface de contact entre filtre/biofilm mimant davantage le développenfent de
fluorescensVIFN1032 au sein des poumons, son lieu d’isolement (Chapalain et al., 2008). De plus ce
type de support « souple » m’'a permis d’envisager un suivi cinétiqgue de I'hydrophobie de la face
externe du biofilm a I'aide de la technique de la goutte captive via 'angle de diyrftagpire 5A.
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Figure 5 : Formation de biofilm de MFN1032gfp sur filtre Anapore a 28°C en
DMB. A : méthode de la bulle captive ; B : cinétique de I'évolution de I'hydrophobie
et du rapport biovolume polysaccharide/biomasse ; C : Suivi de la formation du
biofilm en microscopie confocale et par transcriptomique ciblée.
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Les BSs sont a méme d’'impacter I'hydrophilie de surface, comme intrinséquement ils se localisent
aux interfaces ou des la création de nouvelles surfaces, ils s’y implantent. In vitro la surfactine, autre
cyclolipopeptide, interagit avec I'enveloppe bactérienne en profondeur au niveau de la téte des
phospholipides (Otzen, 2017), modifiant ainsi I'hydrophobie cellulaire, donc du biofilm. Cependant
I’hydrophobie de biofilm peut refléter aussi I'évolution de la composition en surface du biofilm c’est-
a-dire le ratio matrice polysaccharidique/ biomasse (Barraud et al., 2015; Carcamo-Oyarce et al.,
2015; Davies, 2011, Petrova and Sauer, 2016).

La littérature fait mention de quelques mesures d’hydrophobie de biofilm (Baumgarten et al.,
2012b; Feng et al., 2016), mais uniguement via la méthode de la goutte posée qui impliqgue un
dessechement du biofilm, voire sa restructuration (Gallardo-Moreno et al., 2011), donc un stress du
tapis bactérien. La bulle captive évalue I'angle de coftgcie forme la bulle d’air mise en contact
avec le biofilm bactérien immergé en sérum physiologique, comme présenté en Figure5A avec des
biais moindres qu’avec la goutte posée (Gallardo-Moreno et al., 2011).

L'implémentation innovante de la bulle captive nous a permis d’établir I'évolution sur 48h de
I'hydrophobie du biofilm se développant a 28°C en DMB, Figure 5B, parallelement a sa
caractérisation en microscopie confocale, Figure5C. Pour affiner notre compréhension, les
polysaccharides ont été localisés par coloration spécifigue des mailfscosidiques via le
calcofluor (Harris and Fincher, 2009). Leur proportion a été quantifiée relativement a la biomasse par
le rapport des biovolumes respectifs du calcofluor (polysaccharides) et de la biomasse, représenté en
Figure5B.

La Figure 5B&C montre I'évolution du biofilm pendant 48 h a 28°C sous différents aspects. Bien que

le biofilm croit, son épaisseur n'augmente pas linéairement dans le temps (Figure 5C). Toutefois,
cette cinétique de formation n’est pas en cohérence avec la croissance obtenue sur lame de verre. Le
rugosité du filtre étant supérieure a celle de la lame de verre, 'adhérence bactérienne est accrue sur
les surfaces les plus rugueuses et leurs défauts favorisant le contact filtre/bactéries (Song et al., 2015).
La premiere étape, transitoire, commence par une phase trés précoce de I'adhérence (Figure 5C: 0 &
1h) ; un certain nombre de bactéries recouvre le filtre, mais sans s’y fixer. Aussi le rapport
polysaccharide/biomasse chute. De plus I'hydrophilie augmente de 129° a 158°, car les IPactéries
fluorescendMFN1032, plutdt hydrophobes, s’en détachent. Globalement la surface du biofilm est
hydrophile, mais des fluctuations d’hydrophobie sont observées, lors des premiers temps d’adhésion.
Les colonies grossissent et s'étendent durant I'attachement irréversible comme en témoignent
'augmentation du rapport polysaccharide/biomasse, mais aussi de la surexpression des adhésines
protéines en amont de la biosynthese de la matrice polysaccharidique (Barraud et al., 2015).
L’épaisseur maximale atteinte est 8um tout en laissant des zones non couvertes du filtre (Figure 5B
& C: 2 & 3h). A 4h, le biofilm bactérien est a confluence, mais son épaisseur se réduit a 5um. Les
polysaccharides atteignent leur maximum de production, confortent la densification du biofilm (de

Araujo et al., 2016) et entrainent une augmentation d’hydrophobie (Figure 5B: 4h). Comme la
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surfactine (Vlamakis et al., 2013) ou la viscosine (Bonnichsen et al., 2015), les viscosinamides
pourraient stimuler la production de polysaccharides (de Araujo et al., 2016). L'écart type de
I’hydrophobie se trouve doublé entre 4 et 5 h ; elle atteint 24 % a 5 h attestant de I'instabilité de
l'interface. Ceci pourrait étre rapproché d’'un réarrangement cellulaire tel que des bactéries libérées
du biofilm par les canaux hydriques (Davies, 2011) Cependant cette instabilité pourrait aussi avoir
pour origine la production, méme débutante de BSs (Figure 5B: 5h). Le mélange de viscosinamides
homologues pourrait augmenter cette instabilité par leur diversité de structure. La surexpression a
24h des génes en liaison avec les pili, les flagelles, les BSs et la dispersion du biofilm indiquerait une
synergie entre ces deux phénomenes (Figure 5C: 24h), simultanément a un rapport matrice
polysaccharidique/ biomasse fléchissant. Le biofilm observé a 6 h est moins dense qu’auparavant et
guelques proéminences sont apparues, mais la hauteur atteint au maxipman.é®iofilm mature

est atteint aprés 24h, alors que sa hauteur maximale moyenne est d’envyiror{fiZgure 5C : 24 &

48h). Aucune évolution n’est observée aprés 24h. Ces observations sont cohérentes avec le cycle de
vie d’'un biofilm (Barraud et al., 2015; Davies, 2011; Petrova and Sauer, 2016). Néanmoins,
l'interruption de I'expérience aprés 48h pourrait biaiser I'observation de la derniére phase, c'est-a-
dire l'altération du biofilm par la dissémination bactérienne.

Ainsi, ces bactéries peuvent rester en interaction avec leur microenvironnement : surface
abiotique ou hétei.e. cellules ou organismes Aussi I'impact des CLPs sur les interactions avec des
partenaires biotiques semble intéressant a étudier.

Production scientifigue correspondanteP15 ; C26 ; A12 ; A42 ; Ad4.
Encadrements L4-L5; M1-6 ; M2_1-M2_2 ; D1 ; D3.

(2) Réponse au stress biologique provoqué par un hote
Au vu de lisolement deP. fluorescensMFN1032 suite a une pathologie pulmonaire

(Rossignol et al., 2008; Sperandio et al., 2010), une étude en cytotoxicité a été réalisée vis-a-vis de
pneumocytes A549.

Ce modele de toxicologie in vitro a pour objectif de se rapprocher du mode de contamination
par voie pulmonaire pouvant provoquer une pneumopathie. Ainsi cette lignée cellulaire a été exposée
a la souche. fluorescendiFN1032, mais aussi a son surnageant de culture stérile, contenant des
viscosinamides.

La croissance bactérienne a été réalisée a 28°C, température optimale de croissance de cette
souche (Chapalain et al., 2008), mais aussi a 37°C, température humaine. Le contact des bactéries
avec les pneumocytes entraine une lyse cellulaire limitée (au plus 30% a 28°C, comme représenté
Figure 6). Il pourrait étre di au systéme de sécrétion de type 3, SST3, identifié par ma collegue, le Dr
A MERIEAU, chezP. fluorescendMFN1032 (Sperandio et al., 2012). Au contraire le contact
surnageant/ A549 est bien plus dévastateur. Plus de la moitié des pneumocytes s’en trouve lysée, mais
I'action du SST3 ne peut étre envisagée.
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Figure 6 : Cytotoxicité envers des pneumocytes A549. A : souche MFN1032, B :
son surnageant de culture en DMB, C : solution de CLPs purifiés. (*:
P=0,05 ;**: P=0,01 ; ***: P=0,001).

A cette température de 28°C, la sécrétion d’exoptsdiels que les CLPs est plus importante
gu'a 37°C, ce qui se traduit par une réduction de la virulence de la souche clinique a 37°C. Les
mécanismes d’interactions bactéries/A549 sont donc liés aux exoproduits, dont les viscosinamides,
les enzymes, les LPS (Picot et al., 2004) ou les sidérophores (Rossignol et al., 2008). Pour confirmer
I'action des CLPs, un extrait purifié a été mis en contact et a entrainé une lyse pneumocytaire de 34%,
prouvant leur participation active dans la virulence de la soRcHaorescen®IFN1032. Ainsi les
viscosinamides, comme CLPs, confirment leur capacité a interagir avec les membranes ou protéines
d’organismes vivants (Otzen, 2017).
Production scientifigue correspondanteP20 ; C26 ; A26 ; A30 ; A42 ; Ad4.
Encadrements M2_3; D3.

(3) Communication cell-to-cell
Ces viscosinamides ne pourraient-ils pas prendteapar bavardage bactérien », i.e. Quorum

Sensing —QS- (Bjarnsholt et al., 2011) ? Les CLPs pourraient agir comme des molécules de
signalisation (D’aes et al., 2014), cependant leur implication dans le QS reste mystérieuse (Carcamo-
Oyarce et al., 2015; D’aes et al., 2014; Fazli et al., 2014; Vlamakis et al., 2013b). La production de
molécules de signalisation, N-Acyl[Homoserine Lactones (NAHLSs), a été évaluée chez la souche
MFN1032, mise en présence de deux souches biosendguwbacterium tumefacieéTl, révélant

la production de NAHLs deda G2(McClean et al., 1997) et Chromobacterium violac&Livi926,
indicateur pour ceux des@ G (Farrand et al., 1996), en collaboration avec mes collégues les Dr A
MERIEAU et C BARBEY.
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Figure 7 : Evaluation de la production de molécules de signalisation, N-
AcylHomoserine Lactones (NAHLSs) de la souche MFN1032 a l'aide des biosenseurs
C. violaceumCV026 (A &C) et A. tumefaciens\NTI (B &D). A & B : sans contact ;
C&D : avec contact.

A la Figure 7, la souche clinique ne provoque pasdeloration (pas d’activation du senseur),
aussi elle ne semble produire aucun type de NAHLSs, ce qui n’est pas contradictoire avec la littérature
tres contrastée des molécules de signalisation ché&s&slomonaBuorescent. Ainsi les souches
P. fluorescen®7A and 041 ne produisent pas de telles molécules (Martins et al., 2014). De plus, la
production de CLPs est parfois indépendante de NAHLSs produits (Bonnichsen et al., 2015; De Bruijn
et al., 2008). Les BSs présentent une structure similaire aux NAHLs et partagent leur efficacité a
faibles concentrations (Primo et al., 2015). Cependant ils s’averent beaucoup plus diffusibles
(Williams et al., 2007).
De plus la souch®. fluorescen®-79 est reportée utilisant une forme enti@ydroxylée comme
signal de quorum (Khan et al., 2005). Ainsi les viscosinamides étant moins diffusibles que les
NAHLSs, les essais ont été réitérés en mettant en contact direct la souche MFN1032 et les biosenseurs.

Une réponse positive A! tumefaciendNTI suite a ce contact direct, Figure 7D, indique que
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MFN1032 produits des composés similaires aux NAHLs. Ne serait-ce pas les viscosinamides qui
seraient impliguées comme médiatrices d’'une communication cellule-cellule ? Beaucoup de zones
d’ombre persistent !

Production scientifigue correspondanteA4?2 ; Ad4.

Encadrements M2_3; D3.

Que les bactéries aient une croissance planctonique ou sessile, en interaction avec une
interface abiotique ou biotique, les BSs, dont les CLPs, sont effectivement un des éléments de la
réponse adaptative dddseudomonasx leur microenvironnement. Cependant cette réponse ne
s’exprime pas uniguement via ces biomolécules. Quand il s’agit de se développer, voire de survivre,
la bactérie doit faire face a un microenvironnement. Méme si celui-ci est des plus favorables a son
développement, la bactérie doit contrecarrer I'intrusion d’autres organismes en s’en défendant. Aussi
avons-nous décidé avec un certain nombre de mes collegues du LMSM d’explorer la virulence
bactérienne comme une approche de leur réponse adaptative pour une niche écologie rarement

étudiée : I'air extérieur.

I\VV) Evaluation de la virulence bactérienne : approche originale
en qualité de l'air

Avec le Dr A GROBOILLOT et le Pr N ORANGE, jai co-ordonné, entre 2008 et 2010, le
volet micro-organisme du projet Particules Urbaines et Céréalieres, Microorganismes Mycotoxines
et Pesticides (PUC2MP), saisine financée par 'AFSSET. Ce travail a été rendu possible grace une
collaboration entre Air Normand, agence de surveillance de la qualité de I'air en Haute-Normandie a
l'époque (V DELMAS, A FRANCOIS), le CERTAM (Centre d’Etudes et de Recherche en
Aérothermique Moteur, Dr F DIONNET, Dr D PRETERRE D et Dr F GOURIOU) et les laboratoires
de I'Université de Rouen : unité U644 de 'INSERM (Pr J-P MORIN) et notre équipe.

Cette saisine avait pour objectif d’évaluer I'impact sanitaire de poussiéres de déchargements
cérealiers en fonction des pressions environnementales (température, pollution...). L’identification
par microbiologie pasteurienne, métabolique et par biologie moléculaire des diverses communautés
bactériennes et fongiques a mobilisé, en plus des 3 enseignants-chercheurs que nous étions, 3
techniciens (permanent : O MAILLOT et contractuels : E GERAULT et S PIRES), 3 stagiaires, dont
un post-doctorant (Dr M MORETTI), spécialiste fongique. Suite aux 9 prélevements d'air
«céréaliers» ou urbains, une souchothéque a été constituée contenant 280 souches fongiques et plu
de 2000 bactéries aéroportées.

Afin d’appréhender l'aspect sanitaire de cette biocharge bactérienne, la virulence de souches
représentatives de chaque grande famille bactérienne lors des divers prélevements a été évaluée grac
au test alternatif toxicologique du nématdgigenorhabditis elegansmplémenté au sein de notre
laboratoire par mon collegue le Dr O LESOUHAITIER. Ce modeéle cytotoxiguétro de type
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« Slow Kkilling » est d’autant plus pertinent gqu'’il est adapté a de nombreux pathogénes humains
(Darby, 2005) et, plus particulierement, pour des pathologies pulmonaires (Rea et al., 2010). Les
bactéries sont une source de nourriture pour ces nématodes. Plus la cinétique de €iireieglass

est longue, moins la souche bactérienne est virulente vis-a-vis de ce modele. Afin de comparer les
cinétiques obtenues pour les différentes souches, une approche analytiqgue a consisté a considérer I
durée nécessaire pour que la moitié de la population des vers ait disparu, cette valeur est qualifiée de
DL50. Pseudomonas aeruginosa PAO1 (par la suite PAO1) est utiliseée comme témoin de virulence
(DL50 de I'ordre de 6 jours) et la soudBscherichia coliOP50 (par la suite OP50) comme témoin

non virulent avec une DL50 d’environ 16 jours. La Figure 8 présente une des comparaisons de telles

cinétiques de survie.
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Figure 8 : Cinétiques de survie de C. elegarmsour quelques souches bactériennes
prélevées dans I'air urbain & Rouen ou a Evreux en période estivale ou hivernale.
Souche OP50 : témoin de non-virulence ; Souche PAOL : témoin de virulence.

Traditionnellement les souches ayant une DL50 smmsitentre 9 et 14 jours sont considérées de
virulence intermédiaire, donc sans grand danger sanitaire pour des personnes en bonne santé, nor
immuno-déprimées. Suite a I'étude de virulence des souches représentatives, les populations
bactériennes prélevées au niveau des silos ne présentent pas un danger plus important que celui d
I'air urbain. (Morin et al., 2013).

Le test de survie d€. elegansa été adapté pour une culture globale de la population bactérienne

récoltée lors du prélévement, comme présenté Figure 9.
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Figure 9 : Stratégie pour évaluer la virulence de bactéries aéroportées.
La cinétique de survie parait constituer un boncaidiur de la virulence de I'ensemble des souches
prélevées, comme présenté a la Figure 10.
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Survie aprés 9 jours
Figure 10 :Comparaison de la survie des nématodes C. elegan®0ses aux
bactéries a jour 9.
Ainsi I'établissement fastidieux de chacune destirjunés de survie du nématode vis-a-vis de chaque
isolat purifié ne s’avére pas nécessaire. Cette approche originale a permis de proposer un nouvel outil
de surveillance de la qualité biologique de I'air (Duclairoir Poc et al., 2011)

Afin d’améliorer la fiabilité du traitement des données de survie du modéle nématode, avec
mes collegues Dr A GROBOILLOT et O LESOUHAITIER, nous participons au projet régional PIFS
(Plateforme Probabilités, Informatique Fondamentale et Statistique) dirigé par le Dr V BARBU
(Laboratoire de Mathématiques Raphaél Salem, UMR 6085 CNRS de I'Université de Rouen-
Normandie) qui désire travailler sur la modélisation de la survie en biologie.
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D’autre part, lors des prélevements hivernaux au cours de déchargements céréaliers sur les quais
rouennais, leB. fluorescensgt apparentées s’averent étre présentes et prépondérantes (Duclairoir Poc
et al., 2014)Malgré le caractere psychotrophe de I'espéce, quelques unes de ces souches aéroportées
sont capables de se développer a 37°C, comme d’autres souches cliniques télldtuquescens
MFN1032, rendant envisageable leur implication lors d’infections pulmonaires. Dans le cadre du
FEDER «Pseudomona¥irulence », un post-doctorant, Dr VERDON, que je co-encadrais avec ma
collegue Dr A GROBOILLOT, a caractérise le biophysiome, a 30 et 37°C, de ces souches aéroportées
(croissance, facteurs de virulence : mobilité, formation de biofilm, production d’exoproduits,
systemes de sécrétion), mais aussi leur sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, au sein du panel bactérien,
deux souches aéroportées modeles ont été sélectionRédhiorescendViIFAF76a etP. putida

MFAS88, au vu de la similarité de leur biophysiome avec la soBcflaorescen$1FN1032, témoin

clinique. Parallelement avec l'aide d'une stagiaire spécialisée en protéomique (M1_5), le Dr
VERDON a établi I'exoprotéome de ces souches aéroportées dans différentes conditions (culture a
28 ou a 37°C et phase de croissance fin d’exponentielle ou stationnaire avancée). Ces facteurs de
virulence précédemment déterminés ont été corroborés a l'aide de trois modéles cytotoxiques :
nématode Caenorhabditis elegansamibe Dictyostelium discoideumet la lignée cellulaire
pneumocytaire A549.

A- C. elegans B- D. discoideum
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Figure 11 : Cytotoxicité des souches aéroportées MFAF76a, MFAF&3
clinigue MFN1032 a l'aide de 3 types de modele. A : C. elegamB : D.
discoideum; C : Pneumocytes A549. (* : B0,05 ;** : P=0,01 ; *** . P=0,001).

L’approche via le test. eleganss’est avérée peu discriminante, Figure 11A, d’autant que la

survie des nématodes est favorisée par la production de CLP bactériens (Bjgrnlund et al., 2009), dont
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les souche®. fluorescendMFN1032 etP. putida MFA88 sont productrices (Duclairoir Poc et al.,
2014).D. discoideummime I'interaction des macrophages humains avec les microorganismes en vue
d’établir leur virulence (Pukatzki et al., 2006) en un test de courte durée (Carilla-Latorre et al., 2008).
La souche MFN1032 présente une virulence uniquement a 30°C, Figure 11B, qui est corrélée a
I'activité du systeme de sécrétion de type 3 (SST3) identifiée a 28°C (Sperandio et al., 2012), mais
qui n’est plus fonctionnel & 37°C. L’absence de virulence observée pour les deux souches aéroportées
vis-a-vis deD. discoideumaisse a penser que les souches MFAF76a et MFAF88 ne possederaient
pas ce type de SST3 fonctionnel a 30 et 37°C.

Mises en contact direct avec les pneumocytes A549, les trois souches ne démontrent aucune virulence
significative, Figure 11C1. Cependant leurs surnageants de culture stérilisés provoquent une lyse
patente des pneumocytes, mais variable selon les conditions. Grace a leur sécrétion, Figure 11C2, les
souches aéroportées MFAF76a et MFAF88 induisent une réponse inflammatoire des cellules
pulmonaires, spécialement a 37°C, aussi le risque sanitaire correspondant n’est pas a négliger
(Duclairoir Poc et al., 2014). De plus, dans une approche sanitaire rigoureuse, plusieurs modeéles
toxicologiques doivent étre mis en ceuvre simultanément afin de corroborer leurs résultats, pour éviter
tout biais lié & des modéles peu sensibles ou trop spécifiques.

Production scientifique correspondanteP13 ; P20 ; Pdc2 ; C9 ; A13-Al4 ; A18 ; A26 ; A30.
Encadrements L6 ; M1 _3; M2_3; PD1.

Cette incursion dans le domaine de I'air extérieur doublée de I'intérét pour la sécurité sanitaire
m’a naturellement menée a m’interroger a I'impact de différents stress sur la physiologie bactérienne,
voire sa virulence. Aussi ma curiosité scientifique m’a entrainée a approfondir la concrétisation de la
réponse bactérienne en me focalisant de plus en plus sur l'interface qu’est la membrane bactérienne

lors de modifications de son microenvironnement lors de stress chimiques ou physiques.

V) Impact de stress sur I'adaptation et la virulence bactérienne

A) Stress biologique
(1) Signaux eucaryotes

(a) Acide yaminobutyrique (GABA)
Les BSs sont une des réponses bactériennes adeptatila pression environnementale,

comme nous l'avons développé plus spécifiquement pour les CLPs. Pour I'@€gsmmonas
aeruginosa, le réle de ses BSs, les rhamnolipides, a été largement documenté dans lI'adhésion
bactérienne et la virulence (Fazli et al., 2014). Les theses des Dr A Chapalain et A Dagorn (encadrées
par les Pr S CHEVALIER et M FEUILOLEY) se sont intéressées a la communication entre bactéries
de I'especéseudomonagrace a I'acide gamma aminobutyrique (GABA). Ce neurotransmetteur des

animaux, et aussi molécule de défense chez les plantes, permet la communication inter-regnes et
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présente la particularité d’étre produit par certaines espéces bactériennes, thsautismonas
(Lesouhaitier et al., 2009). Lors de notre étuBe fluorescensViF37, en présence de faible de
concentration de GABA, voit sa virulence modifiee comme dPeaeruginosa PAO1, mais les
mécanismes impliqués, modifications de surface et changement de profil de sécrétion, apparaissent
différents chez ces deux especes. Effectivement, jai établiPqutiorescendMF37 n’est pas
productrice de BS et sa virulence est reliée a la production d’exoproduits et aux variations structurales
des liposaccharides. Cette altération des LPS a été pressentie au travers de la variation des propriété
de la surface bactérienne que j'ai évaluée a I'aide de tests Microbial Adhesion To Solvents (MATS)
(Dagorn et al., 2013a). Un autre mécanisme de virulence a été démontRé petuginosa PAO1

qui produit des rhamnolipides. Cette production est modulée par le faible ajout de GABA. Suite a une
fine analyse tensiométrique, j'ai pu aider a mettre en évidence I'évolution de l'activité tensioactive
des rhamnolipides, dénotant une modification de leur nature liée a I'ajout de GABA (Dagorn et al.,
2013b). Ainsi clairement la virulence Be aeruginosa est controlée via la production de ses BSs par

le GABA, molécule de communication inter-regnes.

(b)Substance P
La peau est un microbiome au sein duquel la floréb@nne endogéne est soumise a une

multitude de signaux eucaryotes potentiellement capables d’en faire varier la virulence, avec les

réactions inflammatoires cutanées bien connues des personnes a peau sensible. Le LMSM a
commencé a explorer I'existence d’'un lien entre signaux eucaryotes et virulence de ces bactéries
cutanées dans le cadre du contrat FUI « Skin O Flor ». Dans ce contexte, I'effet de la substance P,
molécule eucaryote cutanée (Lesouhaitier et al., 2009), a été évaluée sur la modulation de la virulence

d’'une bactérie endogéne, Bacillus cereus

{=1

Chloroforme Héxadécane Décane Acétate

d'éthyle
B. cereus :* B. cereustraité par Substance P

Figure 12 :Pelage de la S layer d8. cereuspar la substance P. A: Coupe de
microcopie électronique de la surface bactérienne intacte. B, C& D : Clichés de

détachement de la S Layer-{) suite au traitement par la substance P. E : Affirng
relative aux solvants de la souche B. cerensn-traitée et traitée par la substance P.
(*: P=0,05 ;**: P=0,01 ; ***: P=0,001). Adaptée de Mijouin (Mijouin et al., 2013).
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Ma contribution a confirmé le mécanisme de relargage de facteurs de virulence : les protéines
de la S layer bactérienne. Effectivement le phénomeéne de pelage de cette S layer, visualisée par
microscopie a balayage (MEB) en Figure 12A-D, a été corrélée aux variations de polarité surfacique
deB. cereugjue j'ai quantifiées au travers de tests MATS, Figure 12E. Ce pelage de la S layer conduit
a une augmentation de virulence bactérienne (Mijouin et al., 2013).

(c) Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP)
Au LMSM, une autre molécule de signalisation euctarym été étudiée la Calcitonin Gene

Related Peptide (CGRP). Elle est co-localisée et co-secrétée avec la Substance P dans la peal
(Lesouhaitier et al., 2009). Son impact a été caractérisé sur une bactérie Stéquigococcus
epidermidis Aucune variation parmi les facteurs de virulence secrétés n’est démontrée, alors que les
propriétés de la surface bactérienne que jai quantifiées sont altérées. Cette augmentation
d’hydrophobie bactérienne a été corrélée a une moindre adhésion de cetteSsayitiermidisur
kératinocytes (N'Diaye et al., 2016). AirSi epidermidisest capable d’'intégrer le signal CGRP et
d’adapter en conséquence sa virulence.

Production scientifigue correspondanteP16 ; P18-P19 ; P28 ; Cint2 ; C10-C11; C14; C30; Al7;

A20 ; A22-A25 ; A27-A29 ; A32 ; A34.

(2) Systémes de sécrétion
En plus des stress biologiques liés aux sécrétielihdaires eucaryotes, les bactéries doivent

aussi faire face aux microorganismes sécréteurs. Comme décrit précédemment, laPsouche
fluorescensVIFN1032 présente un systeme de sécrétion de type SST3 fonctionnel a 28°C (Sperandio
et al., 2012). Elle possede, de plus, selon des études bioinformatiques, un systéme de sécrétion de
type 6, SST6. Les SST6 sont des nanomachines dédiés a l'injections d’effecteurs, directement de la
bactérie a la cellule cible (Gallique et al., 2017). Au LMSM, jai collaboré a la caractérisation d'une
autre souche P. fluoresceesvironnementale : MFEO1L. Elle présente un SST6 tres actif.

Lors d’'une co-culture avec la soucRe fluorescendMFEO1, MFN1032 est confinée par
MFEO1 qui I'entoure Figure 15A-C. Ce phénomene n’est pas reproduit par le mutant de délétion
MFEOQO1Ahcpl,mutant du SST6, mais conservé chez le mutant MFE€d2qui endigue le swarming
de MFN1032, Figure 15 A&B. Les genkspl ethcp2codent pour deux protéines Hcp différentes,
présentes chez la souche MFEO1, mais absente pour MFN1032, Figure 15D.
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Figure 13 Effet de P. fluorescendMFEOL et de ses mutants en co-culture
bactérienne. A: Plan expérimental : P. fluorescenBIFN1032 entourée
concentriguement par MFEO1 et ses mutants. B: Swimming de MFN1032 en co-
culture avec MFEO1 ou ses mutants. C: Survie de MFN1032 (histogramme) et
diametres de swarm de MFN1032). D: Elution sur SDS-PAGE des surnageants
concentrés de culture en phase exponentielle de MFEOQ7, MFEO1 et MFN1032 a 28°C
et MFEO1 a 37°C. La protéine Hcp, majoritaire a 28°C, a été identifiee par
spectrométrie de masse. (* : £0,05). Adaptée de Decoin (Decoin et al., 2015)

Ces protéines sont constitutives du SST6 et en diéemiria fonctionnalité lors d’interactions avec

des hétes par contact direct. La souche MFEO1 est capable en réponse a son microenvironnement
d’adopter une stratégie antibactérienne. En relation avec Hcpl, elle limite la mobilité d’autres
souches. Par Hcp2, elle exerce une activité bactéricide (Decoin et al., 2015).

Production scientifigue correspondanteP25 ; A31.

Le SST6 est présent chez certaines de nos souches aéroportées, aussi avec ma collégue le D
MERIEAU, nous aimerions confirmer leur activité et évaluer leur expression en situation de stress

exogene chimique, par exemple.
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B) Stress chimique : la pollution diésel promeut-elle la virulence
bactérienne via sa propre réponse adaptative ?
Pour poursuivre la dynamique initiée par le projet qualité de l'air et intéressée par I'aspect

pulmonaire suite a I'adaptation du modéle cytotoxique A549, jai proposé de poursuivre dans une
démarche de sécurité sanitaire en étudiant, a I'aide de quelques souekeadtamonasollectées,
l'influence de polluants tels que les oxydes d’azote sur leur physiologie, leur potentiel d’adaptation
et leur virulence.

«La pollution est la plus grande cause environnementale de maladies et de déces dans le monde
aujourd’hui, responsable d’environ 9 millions de déces prématurés» a statué dernierement la
commission du Lancet (Landrigan et al., 2018). Parmi ces contaminants, les oxydes d’azote, NOx, et
plus particulierement le dioxyde d’'azote, jl®ont nommément identifies comme des polluants tres
préoccupants pour la santé publique par lTOMS (WHO Regional Office for Europe, 2013) et
marqueurs de la pollution automobiksir( quality in Europe — 2017 repQr2017). Ainsi dés 2012,
’ANSES a fait une de ses priorités les conséquences dubi® la qualité de l'air. Or ce dernier

est réputé pour favoriser le développement d’infections pulmonaires, principalement bactériennes
(Latza et al., 2009).

Traditionnellement les épidémiologistes expliquent 'augmentation de pneumopathies d’origine
bactérienne par une immunodépression humaine consécutive au caractere irritant des polluants sur
les tissus pulmonaires facilitant ainsi la colonisation bactérienne (Silveyra et al., 2017). Notre
approche a été de documenter une argumentation alternative : la pollution pourrait augmenter
(aggraver) la virulence bactérienper sece qui favoriserait I'infection plus aisée de I'h6te humain

par les bactéries en contact avec la pollution. Lors d’'une étude au sein de services d’'urgences
européens, leBseudomonaspp. s’averent I'un des genres bactériens prépondérants (14%) de ces

cas pulmonaires et qui accroissent le taux de mortalité (Vincent et al., 2006).

Nous avions envisagé différentes approches d’exposition : culture liquide bactérienne,
aerosolisation ou monocouche bactérienne. Au vu de la question sanitaire a laquelle nous voulions
répondre, nous avons favorisé I'approche par contact le plus direct polluant gaz/ bactérie, surtout en
s’affranchissant au maximum du facteur eau qui pourrait facilement interférer et altérer la répétabilité
de notre systeme d’étude. Ainsi le périmetre de notre approche aurait été modifié en ne nous limitant
plus au stress nitrosant, mais en élargissant au stress oxydant plus globalisant. Cette réflexion s’est
accompagnée d’'un dépbt de lettre d’'intention auprés de I'’ANSES au printemps 2011, non retenue.
Cependant notre projet a été financé au travers du projet Européen-Etat-Région Virulence
Pseudomonas financant 18 mois de stagiaire postdoctoral (les Dr J VERDON et M BONNIN-
JUSSERAND) et 40k€ d’équipement. Grace a cette dotation, le LMSM a pu acquérir un tensiometre
Kriiss DSA30 qui a soutenu toute la caractérisation des BSs évoquée lors des parties précédentes
mais aussi les fournitures pour le prototype d’exposition, dont la conception et la réalisation
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n'auraient pu avoir lieu sans I'appui du CERTAM et les mains expertes des Dr F GOURIOU et D
PRETERRE.

Le genre bactérien Pseudomormas connu pour contrecarrer le stress nitrosant provoqué pagtNO

son congénere NO grace a la mise en ceuvre de stratégies de dénitrification impactant leur
perméabilité membranaire et leur régulation protéique (Arai, 2011; Van Alst et al., 2007). Le
phénomene plus global gu’est le stress oxydant, entraine une modulation de la régulation lipidique et
de la virulence. Suite a ces stress, les biomolécules (ADN, lipides, protéines) subissent des dommages
délétéres (Spiro, 2007). Aprés un travail de sélection des modeéles bactériens d'intérét et de leur
caractérisation en paralléle du témoin clinifudluorescen$1FN1032 mené par le Dr J VERDON,

une seconde post-doctorante, le Dr M BONNIN-JUSSERAND a défriché la méthodologie
d’exposition, dont la préparation du matériel biologique, et a réalisé des essais préliminaires avec un
mélange (NO/N@O./N2). Parallelement, pressentant que, suite aux expositions, les bactéries
pourraient ne subir que des variations modérées de virulence, avec un étudiant de Master 2 (M2_3),
j'ai adapté un test cytotoxique vis-a-vis des ambiesyostelium discoideumermettant d’avoir une
guantification graduée de virulence bactérienne.

Concomitamment, au début 2012, jai déposé un dossier ANR Jeune Chercheur-Jeune Chercheuse
intitulé NitroBactAIR, ayant obtenu la labellisation du pdle de compétitivité MOV'EO, mais non
retenu pour financement par ’ANR. Profitant de ce dossier, jai postulé au printemps pour une bourse
de thése en région Haute-Normandie. Ainsi a partir d’octobre 2013, j'ai été la responsable scientifique
de la thése de T KONDAKOVA, financée par le GRR SSE et sous la co-direction du LMSM (Pr N
ORANGE) et du CERTAM (Dr F DIONNET). Ce projet a visé tout d'abord a compléter les outils
d’étude de la virulence et plus spécifiquement du stress nitrosant par la mise au point de la
caractérisation des lipides bactériens par HPTLC couplée au MALDI-TOF/TOF (lipidome) de
souches de P. fluorescemaiis de réaliser des expositions bactériennes.

(1) Implémentation de I'imagerie HPTLC-MALDI TOF MS et application a I'étude du lipidome
de bactéries P. fluorescens
La technique innovante d’analyse des lipides parltfPdouplée au MALDI-TOF/TOF a été adaptée

aux lipides bactériens et décrite a la Figure 14 (Kondakova et al., 2015b, 2017). Ainsi une expertise
a été acquise sur le lipidome deseudomonaspp. (Kondakova et al., 2015a). Cette concrétisation

a été permise grace a I'expertise du dépouillement spectral du Dr N MERLET-MACHOUR de TUMR
COBRA (Université de Rouen-Normandie).
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Identification des profils lipidiques par couplage GPC et HPTLC-MALDI TOF MSI
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Figure 15 : Lipidome de la souche P. fluorescendFAF76a selon les phase et
température de croissance. A : profil d’'une courbe de croissance bactérienne. B :
Profils HPTLC-MSI en phase exponentielle (Bpo) et stationaire (Riat) a 28 et 37°C.
C : spectre MSMS du phospholipide inconnu, UGP. D : Synthése de I'analyse
lipidomique selon les phases et températures de croissance.
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Les lipidomes de la souche aéroporédluorescensiFAF76a et de son témoin clinique
MFN1032 ont éte établis en fonction des conditions de croissance : température (28 et 37°C) et phase
physiologique exponentielle o et statique (R, rappelées en Figure 15A. Les profils HPTLC
MALDI TOF MSI de MFAF76a sont présentés en Figure 15B.

Trois familles lipidiques sont systématiquement identifiées : la phosphatidylcholine (RC ; R
0.24+0.01 — colorée en rouge), la phosphatidyléthanolamine (REB.A4&t0.02 — en bleu) et le
phosphatidylglycérol (PG ;®.62+0.03 — en jaune) (Kondakova et al., 2015b). Les PE et PG sont

les lipides "commung dans le lipidome bactérien et jouent un rble incomable dans la
structuration de la paroi bactérienne (Kondakova et al., 2015a). Par contre, la présence de la PC est
inhabituelle dans le lipidome des procaryotes (Fuchs et al., 2007) et est un composant majeur de la
membrane des eucaryotes. C’est également le phospholipide principal du plasma, constituants des
lipoprotéines et du cholestérol (Cole et al., 2012). Il est cependant rarement retrouvé dans le lipidome
bactérien (uniguement pour environ 10% des espéces bactériennes) (Cole et al., 2012; Kondakova et
al., 2015a).

Un quatrieme spot est observé avec wr0R6+0.02, (Figure 15B, coloré en vert). Les données
accumulées par MS et MS tandem, présentées a la Figure 15C, ne nous a pas encore permis
I'identification compléte de ce phospholipide, codé UGP pour unknown glycerophospholipid. La
fragmentation suite a la MSMS semble typique de celle décrite pour les phospholipides par Al-Saad
(Al-Saad et al., 2003), avec des réarrangements spécifiques pour la téte polaire (HG). Certains des
pics présents en MSMS sont similaires a ceux du PG. La similitude des acides gras a été confirmée
par notre collaborateur le Dr H HEIPIEPER, Figure 15D, mais le m/z est nettement plus important
gue celui du PG, et pourrait laisser pressentir des Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphates (PIP) qui
possedent eux habituellement 4 chaines d’acides gras. Cependant la fragmentation n’est pas
compatible avec de tels PLs.

D’autre part un autre PL, la cardiolipine (CL) est frequemment constitutive des membranes
bactériennes (Grimard et al., 2014) dont celles de cert®sesdomonag-ouchard et al., 2005;
Kondakova et al., 2015a). Cependant sa détection peut étre aléatoire selon le type de technique
d’analyse mise en ceuvre (Romantsov and Wood, 2017), méme si I'approche couche mince assure sa
révélation (Cronan, 2003). La biosynthese de la CL est décrite chez les bactéries via la réaction de
deux molécules de PG (Kondakova et al., 2015a; Ortega et al., 2017), ou, plus rarement a partir de
PG et PE (Dowhan et al., 2017). L’analysesilico du génome dB. fluorescen®FAF76a, Figure

16, réalisée derniéerement par S DEPAYRAS, a visé a mieux caractériser cette voie métabolique chez
P. fluorescendMFAF76a et a mis en évidence I'existence de la machinerie de production de la CL,

sans que sa production ne soit effectivement observée.
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Figure 16 : Analyse in silico de P. fluorescenBIFAF76a concernant le
métabolisme des glycérophospholipides.

Ce faisceau de données couplé a la valeur de m@DSsi@ous interroge et nous permet d’émettre

I'hypothese que I'UGP pourrait étre un « hybride » de la CL, il pourrait ne compter que 3 chaines
d’acides gras au lieu des 4 usuelles. L'UGP1 pourrait avoir la structure présentée en Figure 17,
correspondant a un m/z de 905. Grace a une collaboration avec le Pr A CORCELLI (Universita degli

Studi di Bari, Italie), nous espérons mener a bien cette identification.

0 R R=Cie0
Y R' = Cy6a
)I\ (/O_FI’_O o_ﬁ—o\/J\/OH
R’ o : 0
OH

Figure 17 : Structure hypothétique de 'UGP1
D’autre part, cet UGP ne s’avere qu’'étre produitphiase stationaire a 28°C et 37°C, mais sa
révélation n'est pas toujours systématique. Un profil similaire est obtenu Fluorescens
MFN1032 a I'exception d’'un cinquieme spot supplémentaire a®,50 qui correspond a la
viscosinamide A (communication personnelle).

Pour compléter ce lipidome, I'analyse des acides gras a été réalisée par T KONDAKOVA au
Helmoltz Institute, chez le Dr H HEIPIEPER (Leipzig, Allemagne), ce qui lui a permis d’obtenir le
label de doctorat européen. Comme le montre le lipidome de la souche aéroportée a la Figure 15D, la
composition globale en PLs ne varie ni avec la température, ni avec la phase de croissance. Cependan
des modifications a la marge concernent les longueurs de chaines latérales, qui se traduisent par une

augmentation du degré de saturation a 37°C par rapport a 28°C. Ce phénomeéne est connu chez les
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Pseudomonaspp. pour préserver leur stabilité membranaire (Mansilla et al., 2004). Ainsi pour
endiguer une élévation de la température, ces bactéries synthétisent davantage d’acides gras sature
pour maitriser les propriétés de leur bicouche lipidique.

Production scientifigue correspondanteP21 ; P24 ; Ch3 ; C15-C17 ; A35; A37 ; A38.

Encadrements M1 Imm_11->M1 Imm_12 ; D2-D3.

(2) Mise en place de I'exposition bactérienne
(a) Matériel biologique
Lors de ses travaux doctoraux (2012-2015), le DrONKDAKOVA a finalisé un systeme

original, Figure 18, mettant en contact direct les bactéries avec le gaz polluant (Kondakova et al.,
2016), contrairement a d'autres installations exposant des cultures bactériennes liquides (Spiro,
2008).

Suite a une préculture en milieu pauvre (Davies Minimum Broth), les bactéries sont ensemencées sur
des filtres & hauteur de 3lifactéries par filtre sous la forme d’'une monocouche, qui, aprés avoir été
déposée sur une gélose DMA, est incubée pendant 4h. Ensuite, les filtres sont transférés sur une gélos
qui sera alors déposée dans une des chambres d’exposition.

Le systeme d’exposition permet d’exposer la méme culture dans deux chambres d’exposition
thermostatées et a humidité contrélée : une premiére est sous flux d’air synthétique et la seconde sous

atmosphére polluée, soit de I'air synthétique additionné du polluant choisi.
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Figure 18 : Procédé d’exposition de bactéries en monocouche a palluant gazeux.
Ainsi, ce systeme permet I'exposition concomitante de bactéries issues de la méme culture en

présence ou non de polluant(s), de fagon a mimer I'exposition réelle aux polluants atmosphériques.

(b) Choix et concentration en polluant
Parmi ces contaminants, les oxydes d’azote, NQpustparticuliérement le dioxyde d’azote,

NO2, sont nommément identifiés comme des polluants trés préoccupants pour la santé publique par
'OMS (WHO Regional Office for Europe, 2013) et marqueurs de la pollution automaAbikguality

58



in Europe — 2017 repar2017). D’origine principalement anthropogénique, les oxydes d’azote sont
loin d’étre des molécules inconnues dans le monde biologique. Effectivement les NOx interagissent
avec de nombreux matériaux biologiques ; ainsi ils provoquent I'altération de membranes biologiques
et de nombreuses biomolécules telles que les protéines, les lipides voire I'ADN, entrainant de
nombreuses pathologies. Dans le chapitre "The hidden face of Nitrogen oxides species — from toxicity
effect to potential cure?” du livre « Emerging Pollutents » (Depayras et al., 2018a), nous avons
compilé les méfaits des radicaux libres NO et2Ni@s a leur électron non-apparié (Figure 19A),

mais aussi leur potentiel en thérapie humaine. Cependant, en qualité de I'air, depuis 2012, 'Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES) a fait une
de ses priorités les conséquences dd 8iDla santé humaine. Or ce dernier est réputé pour favoriser

le développement d’infections pulmonaires, principalement bactériennes (Latza et al., 2009).
L'impact d’'un polluant aéroporté est fonction de sa concentration et de la durée d’exposition. Suite a
des revues, les organismes sanitaires de référence ont émis des limites toxicologiques (Figure 19B
&C) pour chacun de ces deux radicaux desquelles les instances gouvernementales se sont inspirée:

pour établir des limites environnementales (Figure 19D & E).

A [
[ ] [ X ] I )
* , *
‘N=0¢ o) o/ N3
N=0: ~ . 0,
™ L] L]
[ Ll
1ppm = 1.23ug/m3 [ 1ppm = 1.88 pg/m3
B | C
Time (min) 10 20 30 60 | Time (min) 10 20 30 60
Lethal effects 1000 850 750 600 | Lethal effects 118 98 88 73
I
Irreversible effects 150 120 100 80 1 Irreversible effects 60 55 50 40
Reversible effects ND ND ND ND I Reversible effects 5 5 5 5
D : E
NO guidelines Hg/m3 ppm | NO, guidelines Hg/m? ppm
Limit value | Limit value 200 0.1
1 hour mean | 1 hour mean
Alert threshold ND Alert threshold 400 0.2
|
Annual mean 0 Annual mean 40 0.02

Figure 19 : Caractéristiques clefs des NOx. A: leur structure de Lewis et facteur de
conversion. B: seuils du NO (ppm) (Bisson et al., 2011); C: seuils du N@pm)
(Bisson et al., 2011); D et E: Valeurs limites du NO et du NQespectivement Air
quality in Europe — 2017 report2017); ppm: partie par million; ND: non déterminée.

Concernant les références toxicologiques, I'effttl Iéorrespond aux concentrations en NO oy NO

en deca desquelles aucune mortalité n’est observée chez la population exposée. Quant aux effets
réversibles ou irréversibles, ils décrivent le constat de pathologies humaines réversibles ou
irréversibles dans la population exposée.

Les moyennes horaires d’exposition enfpOuvaient excéder 94@/m?* (0,5 ppm) & proximité d’un

trafic chargé (Svartengren et al., 2000). Depuis une quinzaine d’année, la réglementation est devenue
davantage contraignante suite aux signatures de la convention de Geneve et des protocoles de Kyoto

Gothenburg et Paris (Europe and Unece, 2015). Ainsi cette moyenne horaire en habitacle automobile
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a été évaluée entre 200 a 2P m? (>0,1 ppm) de N@(Morin et al., 2009). Cependant la lettre
Recherche N°21 de TADEME indique des pics de concentrations en NOx 9 fois supérieures a celles
a I'extérieur de I'habitacle (Ademe, 2017).
Les concentrations choisies en NiOrs de cette étude, dans un premier temps, ont pour objectif de
décrire 3 cas tres différents (Kondakova et al., 2016) :

* une situation « environnementale » ou la qualité de I'air est saine: 0,1 ppm ;

* une situation critique ou des effets réversibles sur la santé humaine peuvent se produire :
S ppm,

* et enfin une situation toxique pour laquelle des effets irréversibles seraient observés en
santé humaine : 45 ppm.
Dans la suite de cette étude, d’autres concentrations seront envisagees, dont la concentration de 0,z
ppm pouvant correspondre a une concentration en NOx observable ponctuellement dans un habitacle
automobile dans un tunnel parisien (Morin et al., 2009) !
Production scientifigue correspondanteP21 ; Ch4 ; A33 ; A35.
Encadrements D2-D3 ; PD2-PD3.

(3)Impact du NO; sur la physiologie et la virulence des souches P. fluorescens aéroportée

MFAF76a et clinique MFN1032
La seconde partie des travaux doctoraux du Dr T KAKIDVA a été de caractériser 'impact

de I'exposition au N@sur le biophysiome des souchRs fluorescensaéroportée MFAF76a et
clinique MFN1032. Afin de poursuivre ces travaux présentés lors de la soutenance du doctorat
européen du Dr T KONDAKOVA (20 Novembre 2015), j'ai déposé une lettre d’intention auprés de
'ANSES deés janvier 2014 intitulée «Impact du Ngaz sur la virulence d’'une bactérie aéroportée :
stratégies de dénitrification et de mobilité membranaire », non retenue. Suite au dép6t d’'une demande
régionale d’'allocation doctorale, sélectionnée et financée par le GRR haut-normand SéSa (Sécurité
Sanitaire), jassure la responsabilité scientifique et le co-encadrement, avec le Pr N ORANGE, de S
DEPAYRAS depuis septembre 2015 (soutenance d’ici fin 2018) sur la consolidation et

I'approfondissement des résultats précédemment acquis.

(a) Approche lipidomique
Mettant a profit 'implémentation de I'imagerie HPCLMALDI TOF MS complétée par

'analyse des acides gras lors de ses séjours en Allemagne aupreés du Dr H HEIPIEPER (Helmoltz
Institute, Leipzig, Allemagne), le Dr T KONDAKOVA a caractérisé les lipidomes de la sduche
fluorescensaéroportée MFAF76a et de son témoin clinique MFN1032 suite a leur exposition a trois
concentrations : 0,1 ; 5 et 45 ppm enNGa Figure 20 met en évidence que seul le lipidome résultant

de I'exposition a 45 ppm est significativement altéré par rapport a celui du témoin (exposition a 'air

synthétique).
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P. fluorescens MFAF76a . o P. fluorescens MFN1032
— - Identification phospholipidique - —
Phospholipides | Acides gras Acides gras | Phospholipides

Concentration en NO, (ppm) Facteur de Classe des Esns Masse Concentration en NO, (ppm)
01 5 ‘ 45 0 [0,1] 5 |45 rétension phospholipides speces molaire g/mol mizfha 0 ]0,1] 5 |45

0,6240,03 PG [16:0 +16:1] 720,5 743,5

PG [16:0 +18:1] 746,5 769,5

0,43£0,02  Phosphatidyléthanal  PE[16:0 + 16:1] 6895 7125

amine PE [16:0 + 17:1] 703,5 726,5

PE PE [16:0 + 18:1] 715,5 738,5

0,2610,02 UGP [16:0 + 16:1] 904,5 927,5

Unknown
Glycerophospholipide UGP [16:0 + 17:1] 918,5 941,5
UGP

UGP [16:0 + 18:1] 930,5 953,5

0,2410,01  Phosphatidylcholine  PC[16:0 + 16:1] 731,5 732,6

PC PC[16:0 +18:1] 759,6 782,6

Figure 20 Lipidome des souches P. fluoresceM-AF76a et MFN1032 suite a leur
exposition a 0; 0,1 ; 5 et 45ppm de NOSynthese de I'analyse lipidomique : profils
HPTLC-MSI et analyse des acide gras.

La disparition de 'UGP est constatée pour les dmuches étudiées a 45 ppm de2NQuant aux

autres familles de phospholides, PE, PC et PG restent présentes, mais leur profil en acides gras se
trouve modifié selon la concentration en NDa souche aéroportée laisserait entrevoir que les
longeurs de chaines seraient moindres aux fortes teneursgmoNICPC et PG au contraire de PE,

la réponse de la souche clinique n’est pas aussi tranchée. Tout en étant le produit de hombreuses
biomolécules essentielles (acides gras, acide phosphatidyl, diacylglycérol), PE est connu pour étre le
phospolipide prépondérant chez |IBseudomonasstructurant leur membrane bactérienne et
principalement cytoplasmique (Grimard et al., 2014). Aussi pour assurer sa survie en évitant la
déstablilisation de sa propre paroi, la bactérie peut étre amenée a privilégier la variété de ce PL
(longueur de chaines, insaturation) par rapport a d’autres PLs minoritaires. L’existence de chaines
d’acide gras en {g est uniguement observée pour PE lors du stress drastique qu’est I'exposition a 45
ppm de NQ. Ceci pourrait s’expliquer par le colt énergétigue non négligeable que représente
I'allongement des chaines d’acide gras de 2 {¥C1s) (Marella et al., 2018). Cet allongement n’est
gu’uniguement observé pour le PE, PL primordial du point de vue prépondérance et structuration au
niveau membranaire (Grimard et al., 2014; Kondakova et al., 2015a). Cependant l'altération des
chaines grasses reste modérée, aucune modification drastique des spectres de MS n’a démontreé |
réaction du N@ avec les lipides conduisant a I'apparition d’adduits hydroperoxydes, alcools ou
aldéhydes (Mdller et al., 2008). Ceci est largement décrit chez les eucaryotes, connus pour leurs
teneurs membranaires importantes en acides gras polyinsaturés (Augusto et al., 2002), ce qui n’est
pas la caractéristique des deux bactéries étudiées, qui ne possedent que des monoinsaturations (Figur
20).
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Figure 21 : Degré de saturation en acides gras des souches P. fluorescens
MFAF76a et MFN1032 suite a leur exposition a 0 ; 0,1 ; 5 et 45 ppm de BIAOIS : non
signicatif (P>0,05)

Le degré de saturation des acides gras, selon theai la concentration en N@résenté en Figure

21, n’évolue pas, par conséquent la libre diffusion du 8D confirméee au travers de la membrane
bactérienne, confortant la simulation de Signorelli démontrant que les lipides membranaires ne font
pas obstacle au transport du NSignorelli et al., 2011).

Au vu de son caractere lipophile, le Bi@urrait s'accumuler dans la membrane (Fukuto et al., 2000).
Bien que ne réagissant pas avec les lipides, il pourrait réagir avec d’autres constituants (protéines,
liposaccharides) (Cheng et al., 2013). Aussi nous avons envisagé d'évaluer les propriétés de surface
a l'aide du test Microbial Adhesion To Solvents (MATS) suite aux expositions uniguement pour la
souche aéroportée MFAF76a, incapable de produire des BSs qui pourraient modifier par leur

ad(/b)sorption les propriétés pariétales bactériennes.

20

=i

EEE

Affinité (%)
8 & & 3 8

[y
=

T

Chloroforme Héxadécane Décane Acétate
d'éthyle
CMFAF76a non exposée = MFAF76a exposée 3 45ppm

=

Figure 22 :Affinité relative aux solvants de la souche P. fluorescens MFAF76a
exposee, respectivement a I'air synthétique et a 45 ppm de NO
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Par souci de clarté, seules les affinités aux solvants sont présentées Figure 22 lors d’exposition en
absence de Net a 45ppm. La surface de la souche MFAF76a reste hydrophile quelle que soit la
concentration d’exposition au NOconfortant I'absence de changement drastique des charges
présentes sur la paroi membranaire externe. Cette réponse astNiférente de celle provoquée a

la membrane bactérienne par les solvants organiques (octanol, par exemple) qui impactent les
lipopolysaccharides (LPS) et modifient la charge globale de la surface bactérienne (Baumgarten et
al., 2012a). Cependant la diminution du caractere basique de Lewis (couple décane/acétate d’éthyle)
indique que des accepteurs de doublets non liants sont moins nombreux en surface suite a I'exposition
a 45 ppm en N@ Cela pourrait s’expliquer par des modifications impactant aussi bien les protéines
membranaires que les lipides, d’autant que I'adaptation bactérienne en réponse aux oxydes d’azote
peut s’exprimer par une surproduction de protéines membranaires telles que les pompes a efflux
(Fetar et al., 2011), mais aussi par le glissement/ translocation des PLs entre cytosol et membrane
externe (Sanyal and Menon, 2009). Ainsi cette diminution pourrait étre en partie imputable a la
substitution entre des PLs zwiterrioniques (pas de changement global de charge), mais avec des
caractéristiques acido-basiques différentes. PE et PC sont des PLs zwitterioniques présents chez la
souche aéroportée MFAF76a, mais PC est moins électroaccepteur que PE (Romantsov and Wood,
2017), par conséquent sa présence pourrait étre favorisée dans la membrane externe aprés expositio
a 45 ppm de Ng) sans oublier la prépondérance du PE et la diminution drastique , voire disparition
de 'UGP.

Dans tous les cas, I'exposition au N€hez lesP. fluorescenstudiées provoque une réponse

impactant visiblement leur homéostasie membranaire via, entre autres, leurs PLs.

(b) Réponse des 2 souches via leur comportement social et leur résistance aux
antibiotiques aux 3 concentrations de NO;
Pour poursuivre notre évaluation de I'impact du yotit automobile N® sur la virulence

bactérienne, notre attention s’est portée sur une analyse fine des phénotypes de comportement socia
(motilité, biofilm) et de résistance aux antibiotiques sur les deux souchd3saleomonas
fluorescens :I'environnementale MFAF76a et la témoin MFN1032, souche clinique. Les trois
concentrations : 0,1 ; 5 et 45 ppm enJd6x été étudiées pour évaluer des situations, respectivement,

« environnementale », critique et toxique (cf choix et concentration en polluant). Seule la
concentration dite « toxique » (45 ppm) a conduit a des variations phénotypiques significatives, aussi

elles seront les seules présentées par la suite.

(i) Impact du NOz sur le comportement social bactérien
La premiere étape de formation des biofilms corradpol’adhésion et nécessite des appendices

tels que flagelles et pili de type IV (Caiazza et al., 2007), caractérisables via la motilité bactérienne
de type swimming et swarming. Le W@azeux réduit significativement la motilité des deux souches

(swim et swarm si existant), Figure 23 (Kondakova et al., 2016).
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Figure 23 : Motilité swim et swarm des souches P. fluorescens MFAF76a et
MFN1032 exposées, respectivement a I'air synthétique et a 45ppm de NO
(* : P=0,05 ;** : P=0,01 ; ***: P=0,001).

Cette sédentarisation accrue des deux souchestdacibier leur capacité a former des biofilms.

Suite a I'exposition a 45ppm de MQ@es deux souches forment des biofilms, mais une densification

du biofilm est observée Figure 24 : augmentatio du biovolume pour les deux souches, alors que la
souche MFAF76a triple I'épaisseur de son biofilm. Aucune modification patente de celui de
MFN1032 n’est observée (Kondakova et al., 2016). Méme si la réponse differe; iepiate le

biofilm des deux souches, a l'instar du NO cReaeruginosgBarraud et al., 2015), suggérant une
similitude des mécanismes d’action des NOXx vis-vis des Pseudomonas

En présence de NO, la formation de biofilm est corrélée a une augmentation de la production de bis-
(3’, 5)-cyclic dimeric guanosine monophosphate, c-di-GMP (Ha and O'Toole, 2015). Suite a
I'exposition au NQ, aucune variation de sa concentration intracellulaire n’est notée chez les deux
souches. Par conséquent, le N®@induit pas exactement la méme réponse que le NO gazeux
provoque che®. aeruginosa (Cutruzzola and Frankenberg-Dinkel, 2016; Li et al., 2013), via la
production des enzymes DipA, MucR, NdbA and BdIA (Petrova and Sauer, 2016; Roy et al., 2012).
L’'analyse transcriptomique des génes respectifs, suite a I'exposition des 2 souches d’intérét a 45 ppm
de NQ, n’a révélé aucune altération de leur expression (Kondakova et al., 2016).

n.s. - Contrdle
45 ppm de NO,

(2]

A MFAF76a B MFN1032
Contréle 45 ppm de NO; Contréle 45 ppm de NO,

Biomasse lotale 1 6440 18 0.780.24 1.3840.42 2.37+0.49
(pm*yum 3

35
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25
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I I M.
Epasaarma. 9.25+1.43 22.50%1.22 29.00£3.02 33.56+3.58

() MFAFT6a MFN1032

Figure 24 Biofilm des deux souches P. fluorescens exposées, respectivement a I'air
synthétique et a 45 ppm de N@ A : souche MFAF76a. B : souche MFN1032.
C : Quantification du bis-(3’, 5’)-cyclic dimeric guanosine
monophosphate (c-di-GMP). (NS : non significatif B0,05).
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D’autre part, cette exposition au Néengendre davantage d’agrégats bactériens, présentés Figure 25.
Présent chez les 2 souches productrice ou non de biosurfactant, ce phénoméne, en plus de densifie
le biofilm, pourrait étre relié au stress périétal. Effectivement 'augmentation d’agrégats a éte
observée lors de la délétion de la porine membranaire majoritaire OprfP cheruginosa H103
(Bouffartigues et al., 2015).

Figure 25 :Exemple d’agrégats bactériens observés chez la souche MFAF76a apres
exposition a 45ppm de N@.

Par conséquent, le N@erturbe bien I'intégrité membranaire des souches étudiées en modifiant leur

capacité a former des biolfims.

(ii) Impact du NO:z sur la résistance des souches environnementale et
clinique aux antibiotiques
Si son intégrité membranaire est modifiée, le migganisme peut voir sa résistance aux

antibiotiques modulée. Or le NO induit I'expression des gemesEF-oprN(Fetar et al., 2011) et
module ainsi la résistance aux antibiotiques fluoroquinolones, chloramphenicol and aminoglycosides
(Gusarov et al., 2009; McCollister et al., 2011; van Sorge et al., 2013), que nous avons, par
conséquent, étudiée.

Le NO; favorise I'expression de la pompe a efflux MexEF-OprN, de type RND - Resistance-
Nodulation-Division- transporteurs intramembranaires, impliquée dans [I'antibiorésistance aux
fluoroquinolones (e.g. ciprofloxacine) (Kohler et al., 1997). Ainsi, suite a I'exposition a 45 ppm de
NOy, I'expression des différents genes est accrue entre 3,5 et plus de 100 fois pour certains d’entre
eux et, de plus, la pompe est fonctionnelle comme le démontre la résistance plus importante a la

ciprofloxacine, Figure 26 (Kondakova et al., 2016).
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A Souche concentration en NO2 | Ciprofloxacine | Chloramphénicol
(ppm) MIC (ug/mL) MIC(ug/mL)
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Figure 26 : Virulence des deux souches P. fluorescens MFAF76a et MFN1032
exposées. A : Résistance a 2 antibiotiques suite a I'exposition a I'air synthétique et a
45ppm de NQ. B : Quantification de leur expression génomique de mexEexF et

oprN suite a I'exposition au NQ. (* : P=0,05 ;** : P=0,01 ; ***: P=0,001).

Un second antibiotique a été étudié le chloramploéaiatimicrobien nitroaromatique, substrat de la
pompe MexEF-OprN (Kohler et al.,, 1997; Sobel et al., 2005). La résistance a cet antibiotique,
présentée Figure 26, est doublée suite a I'exposition (Kondakova et al., 2016).
Aussi, méme si le N&diffuse librement au travers de la membrane bactérienne, celle-ci possede un
ou plusieurs mécanismes de résistance, voire de détoxification.

Une des voies de dénitrification du Bi€hez lePseudomonaspp. implémente la réduction
du NG via les enzymes nitrite réductases (NIR), impliquant le cytochrome respiratoire cdl (Arai et
al., 2005; Shiro, 2012). Il s’avére qu'silico nos deux souches sont dénuées des genes codant pour
les enzymes NIR, mais, comme la majorité des P. fluorespegsentent I'opéron nirBbodant des
nitrites réductases assimilatrice (NAS) (Redondo-Nieto et al., 2013). Ainsi les souches MFAF76a et
MFN1032 possédent la machinerie pouvant réduire les nitrates en nitrites, puis en ammonium (Jeter,
1984; Moreno-Vivian et al., 1999). Cependant, la production de 'ARN meslagd n’est pas
modifiée par la présence du polluant (Kondakova et al., 2016). Par conséquent les deux souches
n'utilisent pas cette voie d’assimilation des oxydes azotés lors de ces expositions.
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Comme le NQ reste chimiquement proche de NO, dont les voies de détoxication ont largement été
explorées, notre intérét s’est porté sur la voie la plus connue de détoxification du NO, transformé en
nitrates via I'action de la flavohémoglobine (FlavoHb) (Hmp ciseherichia coliet Fhp che?.
aeruginosa) (Arai et al., 2005; Corker and Poole, n.d.). Testée chez les deux souches suite a
I'exposition au NQ, I'expression du gene homologuép a été observée et est multipliée par 25
pour MFAF76a et 23 pour MFN1032, Figure 27 (Kondakova et al., 2016).
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Figure 27 :Quantification de I'expression du géne hmp, codant pour la
flavohémoglobine, par les souches P. fluorescelis-AF76a et MFN1032 exposées
a 45ppm de NQ. (**: P=0,01).

La flavohémoglobine est donc activée suite a une@sipn a 45ppm en NQde cedP. fluorescens

Ainsi le NG pourrait activer un mécanisme mis habituellement en ceuvre par le NO. Une
détoxification par le N@activant Hmp a déja été reportée, aussi le &l€te tenu pour étre réduit en

NO (Poole et al., 1996).

A l'issue de travaux de thése du Dr T KONDAKOVA en novembre 2015, I'hypothése a été émise
gu’'apres exposition a 45ppm de HQe polluant, ayant diffusé dans le cytosol, pourrait étre
transformé en partie par Hmp en nitrates. Ces derniers, avec les autres produits de dégradation,
pourraient étre expulsés a I'extérieur egluorescens I'aide de la pompe RND MexEF-oprN (cf

la surexpression de mextexFet oprN.
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Figure 28 : Stratégie hypothétique mise en ceuvre par les souches P. fluorescens
etudiées suite a leur exposition a 45ppm de N@azeux, proposée par T Kondakova
lors de sa soutenance de these le 20 novembre 2015.

Dans tous les cas, I'exposition a 45ppm erp [g@voque une réponse complexe Bedfluorescens
MFAF76a et MFN1032 impactant sans conteste leur intégrité membranaire de diverses manieres
(variabilité des phospholipides, altération de la motilité bactérienne et surproduction de la pompe
MexEF-OprN), complétée par un des mécanismes de détoxification. Cette réponse nécessite un colt
énergétique fort important, voire fatal. Les travaux de S DEPAYRAS (thése débutée en 2015) ont
débuté par I'étude de la viabilité bactérienne suite au stress¢® travaux se sont principalement

focalisés sur la souche aéroportée et non productrice de biosurfactant MFAF76a.

(iii) Impact du NOz2 sur la viabilité de P. fluorescens aéroportée MFAF76a
La densité bactérienne est traditionnellement gfiéata I'aide de la densité optique (DO) de la

suspension a 580 nm suite a I'établissement de la correspondance DO et dénombrement cultural
bactérien (Unité formant colonies-UFC), directement proportionnels via la loi de Beer-Lambert. La
guantification de la population bactérienne grace a la DO, réalisée en quelques minutes, est rapide et
économique par rapport au dénombrement cultural bactérien nécessitant plus d’'une journée. La
viabilité bactérienne correspond, ici, a quantifier le nombre de bactéries ayant été exposées au NO

et encore vivantes. Une pigmentation jaune de la biocharge apparait plus ou moins intense selon les
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souches lors de leur exposition au N biaise la lecture de la DO. D’autre part, selon nos études,

le NO, entraine des modifications au niveau de la membrane bactérienne, dont I'incurvation et la
composition peuvent mener a la déformation de la cellule, rendant caduque 'application de la loi de
Beer-Lambert. Aussi la viabilité a été établie par dénombrement cultural. Suite a leur exposition a 45
ppm, la souche MFAF76a a sa viabilité diminuée (perte d’'un log), Figure 29A (Depayras et al.,
2018b).
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Figure 29 : Impacts physiologiques suite a I'exposition a 45ppm NCile P.
fluorescensMFAF76a. A : viabilité. B : suivi de croissance en DMB a 28°C.
(**: P=0,01).

Quelgue soient les biais expérimentaux évoqués pette de viabilité signifie soit la présence de
bactéries viables, mais non cultivables, soit la mort cellulaire. Quant a la croissance de MFAF76a, le
temps de latence est augmenté d’'une demi-heure suite a I'exposition, mais sans impact sur le temps
de génération (Figure 29B). Le NMe semble pas impacter significativement le métabolisme
bactérien relatif a la division cellulaire, mais d’autres voies métaboliques le sont, corroborant les
diverses altérations phénotypiques que nous avons déja établies.

Pour approfondir cette approche viabilité apres exposition aylB@ermabilisation membranaire a

éte évaluée grace au test Live Dead (Depayras et al., 2018b). Il permet de discriminer les membranes
cellulaires intactes (correspondant aux bactéries vivantes, colorées en vert) de celles endommagées
(i.e. bactéries incultivables, voire mortes, colorées en rouge), Figure 30.

Suite a I'analyse d’'image des champs d’observation par microscopie confocale des bactéries colorées
par le kit Live Dead, la perméabilisation membranaire de MFAF76a est augmentée d’environ 50%

par la présence du polluant, diminuant par conséquent de moitié la population viable bactérienne.
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Figure 30 : Impact de 45 ppm de NQ sur la perméabilisation membranaire de P.
fluorescens MFAF76a. Quantification par analyse d'image de clichés de microscopie
confocale. (**: P=0,01).

Nos travaux démontrent, chez les souchdtuBrescengtudiées,
* que NQ impacte fortement la viabilité bactérienne
* que, chez les bactéries viables, méme s'il diffuse librement au travers de la membrane
bactérienne, le métabolisme se trouve modifié par la présencedu NO
4 au niveau lipidique, dont les phospholipides membranaires
v de son comportement social (appendices membranaires, protéine
membranaire OprN)
4 de sa résistance aux antibiotiques (pompe membranaire MexEF-OprN)
4 et de détoxification originale par activation de la flavohémoglobine,
inhabituelle chez les P. fluorescens.

Le plus souvent, la réponse bactérienne auw Pp8se par 'intervention de la membrane bactérienne,
voire plus précisément son homéostasie.
En paralléle des expositions a faible concentration en (82 ppm) ont été effectuées sur la souche
aéroportée et son témoin clinique en phase exponentielle et stationnaire de croissance. Les tests
physiologiques post-exposition ont permis d’observer peu, voire pas, de toxicité damnle telles
conditions de concentration, mais aussi peu de permeéabilisation membranaire. Aussi, pour l'instant,
I'exclusivité de nos efforts se maintient sur I'exposition de la souche aéroportée a 45ppm de NO
Production scientifigue correspondanteP26 ; P30; Ch4 ; C12-C13; C21; C24 ; C27; C29; A36;
A39 ; A43.
Encadrements L8-L9 ; M1 5; M1 Imm_1->M1 Imm_12 ; M1 6; M2 _4->M2_5; D2-D3; PD3.

(4) Impact du NO2 sur ’'homéostasie membranaire de la souche P. fluorescens aéroportée
MFAF76a
Afin de mieux cerner I'ampleur de cette réponse, EPRYRAS a systématisé les approches

« omics » : génomique, transcriptomique pour expliciter les phénotypes observés précédemment.
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(a)impact du NO; sur la réponse de P. fluorescens aéroportée MFAF76a a l'aide

d’analyses « omics »
L’analysein silico du génome d@. fluorescendVIFAF76a réalisée dernierement par S

DEPAYRAS, a permis d’identifier certains génes par homologie a des sdeshedomonadéja
séquencees et annotées, principalenfenfluorescensA506 et F113. Les genes ciblés ont leur
expression impliqguée dans les mécanismes de détoxification des NOx, du stress pariétal, d’antibio-
résistance, mais aussi dans la formation des appendices membranaires (flagelle, pili), de la matrice
extracellulaire, sans oublier des systemes de sécrétion.

Ensuite I'expression d’une trentaine de genes €hdiuorescendMFAF76 a été quantifiee
en phases exponentielle et stationnaire de croissance en absence et en présence de 45ppm et de O

ppm de NG, Tableau 2.

o o Souche P. fluorescens
Catégorie Sous-catégorie
MFAF76a
N Flagelle 5
Motilite _
Pili type IV 4
Biosurfactant Massetolides 1
Antibiorésistance B-lactame 10
Dénitrification 4
o Alginate 3
Biofilm :
Adhésine 1
. o SST3 0
Systeme de sécrétion
SST6 1
QS phénazine 0
Stress pariétal 3
Total 32

Tableau 2: Nombre de genes dont I'expression a été ciblée lors des expositions en absence
et en présence de 45 ppm et de 0,2 ppm de Néh phase exponentielle et stationnaire
de croissance.

Seuls les échantillons obtenus aprés exposition @gppth de NQ ont permis de montrer des
modifications significatives dans I'expression de genes. Les genes surexprimeés significativement,
Figure 31, sombiotamment impliqués dans la formation et le fonctionnement du flafake {IgE,

fliA, fliF), la production d’alginatéalgD, oprF) la réponse au stress paridtgrF, oprN) I'antibio-

résistance (pompe a efflux : mexg, mexF, oprN) et la détoxification.(hmp)
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Figure 31 : Génes de P. fluorescens MFAF76a dont I'expression est
significativement surexprimée suite a une exposition a 45 ppm de N\ : Phase
exponentielle de croissance. B : Phase stationnaire de croissance. (RS 0,005 ; * :
P=0,05 ;**: P=0,01 ; ***: P=0,001 ; **** : P=0,0001 ).

Une analyse en protéomigueg. la concétisation de I'expression génomique sous la forme
de la production des protéines correspondantes, a été menée en parallele en collaboration avec le Di
J HARDOUIN, PBS UMR 6270, Université de Rouen Normandie. Elle a confirmé en partie ces
données, Figure 32.
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Figure 32 : Comparaison de I'expression protéique, décrite par grandes familles
fonctionnelles, de P. fluorescens MFAF76a lors d’'une exposition a 45ppm de NO
versus air synthétique selon la phase de croissance.
A : Phase exponentielle. B : Phase stationnaire.

Pour les deux phases de croissance, le profil protése voit modifié suite a I'exposition a 45 ppm

de NQ. Ces résultats tres préliminaires, Figure 32, indiquent des modulations et pas uniguement des
surproductions protéiques. Aussi les surexpressions génétiques ne se concrétisent pas uniqguement el
une production augmentée des protéines correspondantes, mais peuvent conduire aussi a des
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répressions de certaines, voire des interconnexions plus complexes. Une analyse plus fouillée des
résultats de protéomique est en cours, cependant, nous pouvons déja explorer les pistes présentes dat

la littérature et cohérentes avec les résultats déja compilés.

(b)Eléments de réponse a propos de I'impact du NO;, polluant automobile sur la
réponse adaptative de P. fluorescens
La compilation de I'ensemble de ces données noug mé&nellement au schéma synthétique

Figure 33.
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Figure 33 : Récapitulatif des données acquises et réponse bactérienne supposée
suite a I'exposition a 45ppm de N@d’apres notre avancée actuelle.

Le degré de saturation des acides gras indique gU¢Ch diffuse librement au travers de la
membrane. Une partie ou la totalité du N€ntré dans le cytosol pourrait étre pris en charge par
'enzyme de détoxification flavohémoglobine qui le convertit en produits de dégradation azotés (NX)
moins toxiques pour la bactérie. Comme pour NO, les nitrates)(N@urraient comptés parmi ces

NX qui seront sirement métabolisés en d’autres composés plus élémentaires. Ce meécanisme de
détoxification par la flavohémoglobine est connu pour permettre la réparatiorEcluesi des
dommages du stress nitrosant au niveau des lipides membranaires (Bonamore et al., 2003). Si ce
méme mécanisme est présent chiezfluorescens,l pourrait masquer l'apparition d’adduits
hydroperoxydes, alcools ou aldéhydes (Mdller et al., 2008) qui seraient « corrigés » en se concrétisant
par les modifications lipidiques que nous avons constatées et confirmées par I'altération du caractéere
de base de Lewisa membrane voit aussi son homéostasie modifiée par la surexpression d’un certain
nombre de porines (OprF et OprN) qui sont des protéines de la membrane externe contribuant a la
stabilisation membranaire et permettant le passage de solutés (Henderson et al., 201B). Chez
aeruginosa, OprF est un canal aqueux non spécifique pour les ions (Bellido et al., 1992). En condition
anaeérobie, elle pourrait potentiellement assurer le transport de nitrates et nitrites (Hassett et al., 2002).
Dans ces mémes conditions, la formation de biofilm est accentuée et s’effectue dans une matrice
d’exoproduits polymériques, principalement des exopolysaccharides (Yoon et al., 2002). Suite a
I'exposition au NQ, lesP. fluorescengtudiées pourraient éliminer les nitrates et d’autres produits

de dégradation via la porine OprF tout en favorisant la formation de biofilms et d’agrégats que nous

avons observée. De plus, OprF assure l'intégrité de la membrane bactérienne via ses interconnexions
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de régulation d’expression avec d’autres porines et le peptidoglycane (Chevalier et al., 2017). La
synthese des alginates, impliqués dans le peptidoglycane et exopolysaccharides, est sous le controle
du promoteurlgD (Hay et al., 20149jui se trouve étre surexprimé par I'exposition auN&gD

impacte aussi indirectement la production des flagelles en la réprimant (Hay et al., 2014), confortant
la réduction de la motilité observée. Ceci est en contradiction avec la surexpression dégAyenes

flgE. Flag et FIgE contribuent a la présence de flagelles. Cette surexpression n’implique pas la
fonctionnalité des flagelles. La transcriptionfligA et flgE sont sous le contrdle de FliA, de méme

gue la transcription d’'OprD. Or il s’avere que cette méme porine a son production réprimée lors d’'une
surproduction de la pompe a efflux MexEF-OprN (Kohler et al., 1999). Cette surproduction de ce
complexe macromoléculaire enchassé dans la membrane externe est un élément supplémentaire de
perturbation de ’homéostasie membranaire et contrebalancerait la perte de I'UGP. Elle pourrait étre
a lorigine de l'efflux des NX, voire de leurs produits de dégradation plus compléte dans le
microenvironnement de la bactérie. De plus, ces efflux entraineraient I'entrée de protdan@ile

cytosol, qui pourrait modifier le potentiel de membrane, entrainant des dysfonctionnements des
protéines membranaires le régulant. De telles modifications ont concourt chermiginosa une
susceptibilité accrue a des antibiotiques (Pan et al., 2017), comme nous I'avons aussi constatée.

En résumé, le marqueur de pollution automobile; N&alyse une augmentation de la virulence
bactérienne avec un stress pariétal notable. Cependant beaucoup de zones d’'ombres persistent.

Production scientifigue correspondanteC 28 ; C30.

Encadrements Ingl_1 ; D3.

C) Stress physique : impact d’'une matrice cosmétique complexe
Profitant du développement d’'un autre axe de sécurité sanitaire au LMSM concernant les

produits cosmétiques, j'ai eu I'opportunité d’étudier les interactions des bactéries avec la matrice
complexe gu’est un produit cosmétique. Tout laboratoire cosmeétique se doit d’étudier et de
communiquer sur I'innocuité de son produit commercialisé en Europe. Le reglement cosmétique
européen 1223/200Réglement (CE) no 1223/2009 du Parlement européen et du Conseil du 30
novembre 2009 relatif aux produits cosmétiquB09), appliqué depuis juillet 2013, impose aux
producteurs la transparence, mais aussi un effort de recherche pour enrichir le dossier d’'information
produit de toute étude illustrant I'innocuité (chimique, physique, microbiologique) de leurs produits.
La majorité des matrices cosmétiques peuvent étre définies comme une dispersion d’un liquide en
fines gouttelettes dans un milieu continu liquide (Doumeix, 2011). Deux grandes familles coexistent
les émulsions dites Huile-dans-Eau (H/E) et celles Eau-dans-Huile (E/H). Ces derniéres E/H sont
connues pour limiter la prolifération de microorganismes (Schubert and Engel, 2004), car I'huile,
phase dispersante, crée un milieu anaérobie et rend I'eau indisponible pour les germes. Mais ces

formes laissent un résidu « huileux, gras » sur la peau, peu vendeur aupres du consommateur. Aussi
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les émulsions cosmétiques H/E sont les plus retrouvées sur le marché, mais présentent une stabilité
microbiologique plus fragile.

Ce monde des émulsions pourrait paraitre fort éloigné, voire incohérent avec mes préoccupations
précédentes sur 'homéostasie membranaire. Revenons a la définition d’interface. Elle correspond a
la séparation entre deux milieux non miscibles et différant en composition et/ou structure chimique.
Ainsi les microorganismes en suspension dans une des phases de I'émulsion percoivent l'interface
formée par le milieu non miscible comme un stress physique. Le contact avec les gouttelettes peut
entrainer la déstabilisation membranaire et la lyse rapide des cellules (Hamouda and Baker, 2000).
De méme l'interface créée par un milieu plus dense comme la surface solide de nanoparticules peut
induire une réponse adaptative des bactéries et plus spécifiquement au niveau de leur paroi (Persat
2017). D’ou mon intérét pour ces sujets en cours de développement et encore peu doousientes

i.e. en produit cosmétique.

(1) Impact du microenvironnement sur Cutibacterium acnes
L’ Acne vulgaris(i.e. acné) est 'une des maladies cutanées les plus répandues (White, 1998).

Le Gram positifPropionibacterium acnesiénommeé dorénava@utibacterium acnes - C. acnesst
considéré comme un des fréquents promoteurs de I'acné (Scholz and Kilian, 2016). Récemment, V
BORREL, co-encadrée par le Pr FEUILLOLEY et le Dr KONTO-GHIORGHI, a développé un milieu
mimant le sébum qui, lors de I'acné, est hypersécrété et s’accumule au niveau du follicule pilo-sébacé.
Ce milieu, appelé SLM pour Sebum Like Medium, est a base du milieu classique Brain Heart Infusion
medium (BHI) complété par du squalene, de la trioléine et de I'acide oléique. Il constitue une
emulsion.

La croissance de deux souchesacnesRT4 (acnéique) et RT6 (non-acnéique) a éte realisée en
SLM, BHI et RCM (Reinforced Clostridial Medium), milieu traditionnel de ces bactéries. Leur
croissance diverge selon les milieux, Figure 34A. La souche acnéique RT4 se développe plus
facilement en SLM et plus rapidement en SLM et RCM qu’en BHI. Au contraire la non-acnéique,
RT6 croit davantage et plus rapidement en RCM gu’en BHI et ne fait que se « maintenir » en SLM.
Ces résultats conformes au profil virulent (acné) des souches pourraient étre liés a une hydrophilie
bactérienne plus ou moins importante. Suite aux tests MATS en BHI et RCM, milieux homogeénes,
Figure 34B, RT4, I'acnéique est plus hydrophobe que la non acnéique RT6. Aussi sa croissance au
sein d’une émulsion, comme SLM, est favorisée. La stabilité du profil d’acido-basicité de Lewis de
RT6 dans les deux milieux conforte sa faible affinité pour la phase lipophile donc SLM, surtout la

forme émulsion (Hamouda et al., 2001), et sa préférence pour le RCM.
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Figure 34 : Caractérisations physiologiques des souches C. acnes RT4 (acnéique) et
RT6 (non acnéique). A : Cinétiques de croissance a 37°C selon les milieux.
B : Affinités aux solvants selon le milieu.

Production scientifigue correspondanteC28.

(2) Impact d’une matrice cosmétique complexe de type lotion solaire sur la croissance de
deux souches modeles cutanées : Staphyloccocus aureus MFP 05 et Pseudomonas fluorescens

MFPO4
Les cosmeétiques peuvent modifier de facon radicaliee irréversible la composition et la

diversité du microbiote cutané, d’autant plus s'’ils sont utilisés régulierement. Ainsi quelques études
ont été menées sur I'impact a long terme de I'utilisation quotidienne de cosmétiques sur la peau
(Urban et al., 2016). Les lotions solaires ont la caractéristique de protéger la peau contre les effets
néfastes d’'une exposition solaire due aux rayonnements UVB (les coups de soleil), mais aussi une
protection contre le vieillissement cellulaire relatif aux UVA, voire aux UV atrtificiels (Debacqg-
Chainiaux et al., 2012). Parmi les alternatives offertes aux formulateurs de I'industrie cosmétique, le
seul filtre UV inorganique que I'Europe autorise sont les nanoparticules (NPs) de I'oxyde de titane
(TiO2) a condition de mentionner [nano] sur I'étiquette prodiadlement (CE) no 1223/2009 du
Parlement européen et du Conseil du 30 novembre 2009 relatif aux produits cosmaagagslus
récemment, les NPs de ZnO , moins utilisées, ont été permises (Journal officiel de I'Union

européenne, 2017). Leur pouvoir anti-rayonnement provient de leurs propriétés optiques, mais
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demeurent aussi transparentes aprés application cutanée (Stark et al., 2015; Wawrzynczak et al.,
2016).

La these régionale NanoBact du Dr L ROWENCZYK s’est déroulée de 2014 a 2017 en co-
direction entre TURCOM, de I'Université du Havre (Pr M GRISEL, Dr C PICARD et Dr N
HUCHET) et le LMSM (Pr M FEUILLOLEY et moi-méme). Suite a la formulation de deux lotions
solaires modeles contenant des NPs hydrophiles ou hydrophobes (Rowenczyk et al., 2016), la
croissance de deux bactéries représentatives de la peau h@taghgloccocus aurelMFP 05 et
Pseudomonas fluoresceNd-P04 (Hillion et al., 2013) a été étudiée lors de deux scenarii mimant
soit le stockage du produit (formule fraiche), soit lors de I'application de la formule solaire sur la

peau (formule vieillie), Figure 35f4Rowenczyk et al., 2017).
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Figure 35 : Impact de la formulation cosmétique sur la croissarede bactéries
cutanées. A : Protocole synthétique. B et C : Croissance de la souche Staphyloccocus
aureus MFPO5 en formule fraiche et vieillie respectivement.

Pour les deux souches cutanées, la population démprogressivement suite a leur
inoculation en formule fraiche. La Figure 35B présente la croissan&agéyloccocus aureus
MFPO5. Cette diminution ne semble pas imputable a la présence des NPs, ni de leur hydrophilie, mais
peut étre reliée a I'effet bactéricide de I'émulsion galénique quelle que soit son type (Teixeira et al.,
2007). Quant a la croissance en formule vieillie, les deux souches survivent, a I'exceftianmels
MFPO5 en présence des NPs hydrophobes favorisant leur développement (Rowenczyk et al., 2017).

Production scientifigue correspondanteP27 ; C22 ; C25;
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Encadrements Contribution aux travaux de these de Laura ROWENCZYK, soutenue le 7 décembre
2016 au Havre.

Ma curiosité a été piquée par ce résultat et je m’interrogeais sur I'nmpact réel des NPs sur
physiologie, voire sur 'homéostasie membranaire bactérienne.

(3) Etude préliminaire de la réponse adaptative bactérienne interagissant avec des NPs

(a) Impact du stress de NPs hydrophiles sur la croissance les bactéries cutanées
Staphyloccocus aureus MFPO5 et Pseudomonas fluorescens MFP04
Le Dr L ROWENCZYK a poursuivi ses travaux doctoramxdémontrant que la surface des NPs

se modifiait au cours du vieillissement du cosmétique en absorbant divers constituants de I'émulsion
(Rowenczyk et al., 2016). Aussi il nous est apparu intéressant d’étudier I'impact des particules
hydrophiles brutes et extraites de formules fraiche et vieillie sur la croissance des deux Souches
aureusMFPO5 etP. fluorescensMFP04. Les NPs hydrophobes ont été écartées au vu du biais que
représente I'ajout d’'un tensio-actif nécessaire a la dispersion de ces NPs, mais que les bactéries
pourraient métaboliser et surtout qui biaiserait les propriétés de surface des NPs et des bactéries !

Le mode opératoire, présenté en Figure 36A, mime le devenir apres bains de mer et de soleil : les NPs

en contact avec les bactéries (Rowenczyk et al., 2017).
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Figure 36 I mpact de NPs hydrophiles sur la croissance de bactéries cutanées. A :
Protocole synthétique. B et C : Croissance des souches Staphyloccocus auvdti205
et P. fluorescendMFP04, respectivement, en présence de NPs brutes et extraites de
formules fraiche et vieillie. D : Polarité des diverses NPs.
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Le temps de génération augmente, Figure 36B et C, systématiquement en présence des NPs
hydrophiles, par conséquent elles ont un effet inhibiteur sur les souches cutanées (Hamouda et al.,
2001; Teixeira et al., 200.¢ependant I'importance de l'inhibition de la croissance est fonction du
vécu des NPs en émulsion. Les NPs issues de la formule fraiche inhibent moins la croissance
bactérienne que les NPs brutes ou celles extraites de formulation vieillie. Figure 36D présente la
polarité de surface des diverses NPs présentant une répartition similaire aux temps de croissance selor
le type de NPs. Ainsi les nanoparticules hydrophiles de &t&lées sur la peau n’ont pas le méme
impact sur les bactéries cutanées selon le degré de vieillissement d’'une lotion solaire (Rowenczyk et
al., 2017).

La présentation de ces résultats a permis a L ROWENZYCK d’obtenir son doctorat le 7 décembre
2016, mais aussi de gagner le prix du meilleur poster de la Société Francaise de Cosmétologie ; elle
s’est vu décerner son inscription compléte au congrés international IFSCC a Orlando a I'automne
2016 (30 octobre-2 novembre 2016). D’autre part, ces travaux ont été communiqués lors des Journées
du GDR Cosm’actifs 2017 (25-26 septembre 2017) lors de deux communications orales l'une réalisée
par le Dr N HUCHET et I'autre par moi-méme. lIs ont été aussi le support d’une conférence pléniere
que jai réalisée en tandem avec le Dr N HUCHET lors de l'inauguration de la plateforme
d’'innovation Cosmetomics@Evreux, le 3 octobre 2017.

Production scientifigue correspondanteP29 ; C18 ; C20; C23; C25; A41;

Encadrements Contribution aux travaux de thése de Laura ROWENCZYK, soutenue le 7 décembre
2016 au Havre.

(b)Impact du stress de NPs hydrophiles sur la physiologie de la Pseudomonas
fluorescens aéroportée MFAF76a
Désirant évaluer le cas d’'une biocontamination pegilt d’un cosmeétique lors de sa

production ou lors du prélevement consommateur avant application, la sBudherescens
aéroportée MFAF76a (Duclairoir Poc et al., 2014) a été mise en contact avec des formules modeles
contenant ou pas de NPs de Ti@ydrophiles (Rowenczyk et al., 2017, 2016), Figure 37A. Leurs
propriétés optiques, leur conférant leur pouvoir anti-rayonnement UV, perturbent toute mesure
spectrophotométrique, aussi seules les approches par dénombrement cultural sont envisageables
(Planchon et al., 2013). Ma récente participation au travail doctoral de D DESPLAN co-dirigée par
les Pr GRIESMAR (SATIE, Université de Cergy-Pontoise) et Pr ORANGE (LMSM, Université de
Rouen) concourra au développement d’'une nouvelle technique de caractéiisatian de la
croissance bactérienne par le suivi des propriétés mécaniques et électriques de la biomasse. Pa
ailleurs, nous sommes en cours de développement d’'une méthodologie par cytométrie de flux,
nécessitant d’utiliser, par conséquent des souches portant un chromophore, d’ou l'utilisation de la
souche MFAF76apf, i.e. transformant de la souche aéroportée portant la protéine fluorescente bleue,

pour cette étude.
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Parallelement, par dénombrement cultural, I'effet inhibiteur des NPs denydPophiles sur
la croissance de la souche est constatée, Figure 37B, déja obseriz palu(Foster et al., 2011;
Planchon et al., 2013; Wang et al., 2017).
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Figure 37 : Caractérisation de la physiologie et des phénotypes de P. fluorescens
aeroportée MFAF76a en absence et présence de NPs hydrophiles brutes. A :
Protocole synthétique. B : Croissance bactérienne C : Résistance au chloramphénicol

D : Affinités bactériennes aux divers solvants.

D’autre part, la variation de virulence bactériear&té évaluée en comparant I'antibiorésistance des
bactéries inoculées dans des formulations avec ou sans NP vis-a-vis du chloramphénicol, qui est un
antibiotique nitroaromatique et un surbstrat tranporté par la pompe MexEF-OprN (Kohler et al., 1997;
Sobel et al., 2005). A la Figure 37C, la présence des NPs hydrophiles favorise la résistance de la
bactérie au chloramphénicol et par conséquent laisse a penser a la suractivité des pompes MexEF-
OprN, c'est-a-dire une perméabilisation de I'enveloppe bactérienne, voire potentiellement une
altération membranaire liée a la porine OprN. Les NPs impactent les propriétés surfaciques de la
bactérie qui devient plus hydrophile et son acidité de Lewis se transforme en basicité, Figure 37D.
De telles modifications ont déja été rapportées et pouvent aboutir a la mort cellulaire (Foster et al.,
2011). L’homéostasie membranaire se trouve altérée par les NPs hydrophile;d&Lili®es et
présentes dans cette matrice cosmétique complexe.

Production scientifigue correspondanteC23 ; C25.

Encadrements M2_6.
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Mes perspectives de recherche

La synthese de mes travaux ayant été réalisée, maintenant quel regard puis-je porter vers
I'avenir ? Des voies se dessinent. Il s’agit de I'aspect sécurité sanitaire déclinée au moins dans deux
domaines : la niche air et le produit cosmétique dans son contexte cutané. L'autre angle d’approche,
dans lequel je désire poursuivre, concerne la réponse bactérienne via les mécanismes mis en ceuvre
par sa paroi bactérienne, interface de la bactérie avec son microenvironnement. Dans les quelques
pages qui vont suivre, je vais vous développer comment je pense pouvoir développer ces différents
projets, synthétisés Figure 38. Leur nombre pourrait vous faire craindre que je me puisse m’'égarer
dans des chemins de traverse. Actuellement je pressens une similitude sur I'ensemble de ces themes

et c’est cette ligne de force que jaimerais confirmer, voire documenter par la suite de mes travaux.
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Figure 38 :Synthéses de mes perspectives de recherche a ce jour.

1) Sécurité sanitaire de I'air : adaptation bactérienne aux NOXx
Comme déja évoqué précédemment, la pollution est une préoccupation sanitaire de premiére

importance. Le marqueur de pollution automobile:€3tera au moins encore quelques décennies
d’actualité, bien que des « résultats encourageants de diminution des niveaux des polluants de I'air
ont été notés entre 2010 et 2024r (Quality in Europe — 2017 repqr2017). Certains organismes
gouvernementaux ou nor.¢. WHO, EEA, et INERIS) désirent réduire drastiquement le parc des
véhicules diésel suite aux protocoles de Kyoto, Gothenburg et accord de Paris, signés respectivement
en 1997, 1999 et 2015. Néanmoins perdureront les autres sources de pollutions enod@ction
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et distribution d’énergie, industries, transport non routier, agriculture, et les secteurs du commerce,
des institutions ou des ménages, ces sources représentent actuellement plus de 60% de cette pollutiol
(Air quality in Europe — 2017 repqr2017; Depayras et al., 2018a).
Traditionnellement les épidémiologistes expliquent 'augmentation de pneumopathies d’origine
bactérienne par une immunodépression humaine consécutive au caractére irritant des polluants sur
les tissus pulmonaires facilitant ainsi la colonisation bactérienne (Silveyra et al., 2017). Notre
approche a été de documenter une argumentation alternative : la pollution pourrait augmenter
(aggraver) la virulence bactérienper sece qui favoriserait I'infection plus aisée de I'h6te humain
par les bactéries en contact avec la pollution. En amont d’une approche intégrative de I'exposition
environnementale d’un humain tout au long de sa vie de type exposome (Wild et al., 2013), le modéle
bactérien reste un outil unicellulaire beaucoup plus simple de mise en ceuvre, par rapport a des
organismes plus complexes. De plus sa réponse a un quelconque stress reste appréhendable
relativement aisément dans sa globalité par des approches phénotypiques, macroscopiques ou ciblées
aussi bien physiologiques qu'«omics» (protéomique, lipidomique, transcriptomique, génomique,
voire métabolomique). Ainsi I'identification de biomarqueurs bactériens suite a I'exposition aux NOx
peut venir documenter la toxicité par inhalation duoNf NO et/ou leur synergie, en amont d’'une
évaluation du risque sanitaire aéroporté. Cette connaissance du stress nitrosant induit en phase gaz
pourrait trouver un potentiel applicatif en médecine, en industrie automobile (habitacle).

Suite a 'approche physiologique, transcriptomique, protéomique et lipidomique menée par S
DEPAYRAS suite a I'exposition de la souche aéroportée MFAF76a a 45ppmxdedtt® doctorante
adeésiré clbturer ses travaux (soutenance prévue d’ici fin 2018), avec I'aide d’une étudiante Ingénieur,
par la réalisation de mutants de délétion, complémentation et surexpression concernant trois genes.
Actuellement seuls deux jeux ont été concrétisés, caaprid’et de hmp. L'intérét pour oprdst lié
a son implication dans I'homéostasie de la membrane bactérienne. Quapf & est lui relié a la
production de protéines impliquées dans l'adaptation du métabolisme respiratoire, voire a la
détoxification. Ainsi les mutants de délétion, complémentation et surexpression ont été obtenus
MFAF76aAoprN, MFAF76a\oprN+oprN et MFAF76a-bprN respectivement powprN et pouthmp
MFAF76aAhmp, MFAF76Aahnp+hmp et MFAF76akmp, sans oublier les témoins avec le vecteur
vide correspondant. D’ici la fin de ses travaux doctoraux, S DEPAYRAS devrait pouvoir caractériser
la réponse physiologique de ces mutants a 45ppm d@ai@évaluation de leur survie (cultivabilité,
cinétique de croissance, test de perméabilité) et ainsi vérifier 'implication de ces génes dans la
réponse au stress nitrosant.
A moyen terme, je vais poursuivre ces travaux, grace a une allocation doctorale financée au travers
du Réseau d’Intérét Normand (RIN) Sécurité Sanitaire, bien-étre et ALiments durables (SESAL) par
la région Normandie. Le doctorant, recruté début septembre 2018, s’attellera, entre septembre 2018
et Ao(t 2021, a déterminer des Biomarqueurs Bactériens d’Exposition EnvironnementalpaiBE

inhalation de NOx, polluants automobiles (NOXBBEE). Effectivement, au vu des résultats acquis,
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des biomarqueurs bactériens tels que I’homéostasie membranaire, comportement social bactérien,
voire les lipides sont clairement pertinents.

Ainsi, en complément des mutants déja élaborés par S DEPAYRAS, jaimerais étoffer la
banque de mutants en vue de choisir le$&BENQ gazeux par inhalation. Deux voies métaboliques
semblent trés attrayantes suite a notre précédente étude protéomique : la synthése de
glycérophospholipides (GPs) et le chimiotactisme. D’autant plus que concernant les GPs, j'aimerais
concrétiser I'identification (avec le Pr A CORCELLI de I'Universita degli Studi di Bari, Italie), voire
comprendre la biosynthése de 'UGP. En d’autres termes, cela me permettrait de poursuivre mon
approfondissement de I'adaptation de la membrane bactérienne a I'exposition,.aQuédt au
chimiotactisme, il est largement impliqué dans le comportement social bactérien. Son évaluation peut
étre obtenue, chez la souche aéroportée MFAF76a, par la caractérisation de phénotypes : biofilm,
appendices cellulaires (pili, flagelles).

Il faudra peut-étre prévoir des mutants a mutation multiple. Effectivement I'absence de réponse
physiologique discriminante aux concentrations inférieures ou de 5 ppm elaisk2 présager un
meécanisme d’adaptation multi-échelle de la souche MFAF76a. Il pourrait étre implémenté
simultanément au niveau de plusieurs genes. Cette mutation multiple pourra étre encore plus
complexe a mettre en ceuvre qu’une « simple » mutation.

Dans un second temps, le doctorant sera amené a évaluer la réponse des divers mutants qu'il
aura pu obtenir suite a leur exposition a 45 ppm de N@®e approche multi-échelle (physiologique,
motilité, biofilm, antibiorésistance, protéomique, lipidomique, transcriptomique) sera adaptée selon
le géne étudié. Ainsi nous poursuivrons nos collaborations : en région, avec la plateforme
PRIMACEN pour la protéomique (Dr J HARDOUIN) et pour I'observation des appendices
cellulaires (flagelles) via la microscopie électronique (Dr M-L GUEYE) et, a I'internationale avec le
Pr H HEIPIEPER (Helmoltz Institute, Leipzig, Allemagne) pour I'approche lipodomique via les
acides gras. Suite a la compilation des divers résultats, un faisceau de régulation devrait apparaitre ;
ainsi des voies métaboliques préférentiellement mises en ceuvre devraient étre mises en évidence. Au
sein de ces voies activées, nous sélectionnerons fe®Bplus, grace a la comparaison des réponses
de mutants de délétioad hog les mécanismes de réponse aw lg@reux et leur synergie pourront
étre finement établis.

Par la suite, I'exposition de la souche MFAF76a sera menée sur une gamme de concentration en NO
mimant I'environnement urbain (0,2 ppm) jusqu’a sa toxicité (45 ppm). Ainsi seront étudiées les
relations entre la concentration du polluant automobile et IésBEcette maniére, la concentration

en polluant activant la réponse bactérienne ou concentration minimale « effective » devrait étre
établie. Cette concentration biologiquement active ep$¢€a confirmée a I'aide de I'exposition des
mutants a la méme gamme de concentrations et documentera la toxicité par inhalation de ce polluant

préoccupant.
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Par la suite, une étude similaire sera envisagée avec le NO gazeux a l'aide de la souche MFAF76a et
de sa collection de mutants. L'approche multi-échelle précédemment évoquée pourrait étre enrichie
a l'aide d’analyses RNAseq ciblées voire métabolomiques, grace aux équipements respectivement
acquis par le RIN 2017 et demandé lors du RIN 2018. Grace a ce dernier équipement, je collaborerai
avec un nouveau partenaire normand le Pr R DELEPEE, Plateforme PRISM et laboratoire Aliments
Bioprocédés Toxicologie Environnements (ABTE), équipe Toxicologie de I'Environnement Milieux
Aériens et Cancers (ToxEMAC) de I'Université de Caen Normandie. Apres corrélation des résultats
ainsi obtenus et ceux observés avee,N D maximum 2 mutants seront retenus pour envisager les
expositions a des mélanges de NOANO

Parallelement, des essais de destruction des germes exposés les plus virulents seront développés
'aide de techniques athermiques, par exemple la photocatalyse. L'objectif serait d’explorer des

potentiels applicatifs aussi bien en médecine, qu’en industrie, voire en industrie automobile.

Ainsi a plus long terme, la mise en ceuvre d’exposition a des mélanges de NI@Xx
nouspermettre d’affiner la connaissance du stress nitrosant et de découpler le rle de chacun de ces
composés azotées. Une étude, méme restreinte, a I'aleflderescendMFN1032 pourrait étre fort
informative, quant a I'impact des NOx sur la synthése des biosurfactants ou du réle de ces exoproduits
dans la détoxification bactérienne.

Quant a I'impact des NOx sur des bactéries, ces travaux aideront a la définition du lien entre NOXx -
polluants automobiles-, I'homéostasie membranaire et la modulation de la virulence bactérienne.
Ensuite l'origine chimique ou bactérienne de I'immuno-supression humaine pourra étre établie dans
le cas d’infections pulmonaires bactériennes en présence d’air pollué. De plus, cette démarche, en
amont d’évaluation du risque sanitaire aéroporté, permettra de documenter la toxicité par inhalation
de ces polluants préoccupants. Les concentrations biologiguement actives déterminées pourraient
contribuer a long terme a I'établissement des valeurs toxicologiques en qualité de l'air. Un
prolongement industriel serait d’améliorer la qualité de 'atmosphére dans I'habitacle automobile,
lieu d’exposition quotidien et important aux NOx. Une implémentation industrielle pourrait étre
relative a la lutte contre les biofilms de biocontaminants aéroportés en milieu industriel. Quant aux
perspectives thérapeutiques, elles pourraient concerner la lutte d'infections opportunistes soit a
I'encontre de®seudomonas spp. en dégradant leur paroi, soit en utilisant leurs modes d’action contre
d’autres pathogenes en tirant avantage du stress nitrosant. Une meilleure compréhension du mode
d’action des RNS (reactive nitrogen spieces) intéresse le monde médical dans son défi contre les
stratégies d’antibiorésistance développées par les microorganismes (Jamil et al., 2017; Pelgrift and
Friedman, 2013).
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II) Adaptation de bactéries en contact avec un milieu dense
Suite a la these du Dr L ROWENZYCK en codirection avec 'TURCOM, Université du Havre

(Pr M GRISEL, les Dr C PICARD et N HUCHER) et aux travaux ultérieurs, ma curiosité avait été
attisée par I'impact des interfaces denses (globules d’émulsion ou nanoparticules) sur la physiologie
bactérienne et encore plus intriguée par leurs altérations potentielles envers I'enveloppe bactérienne.
D’autant que, suite a son attachement a des NPs de fer valenfg @¢Eadomonas stutzenet en

place deux mécanismes de défense prépondérants (Sacca et al., 2014). L'un est d’adapter
’lhoméostasie membranaire via une répression protéigue permettant de maitriser I'absorption en fer
et le second est de contrecarrer les espéces oxydantes (ROS) en les piégeant dans les repli
« inhabituels » de protéines surproduites telles que des chaperones, des protéines de choc chaud o
de superoxide dismutases (SOD). De nombreuses NPs de nature différente sont reportées comme
pouvant prévenir de la formation de biofilms bactériens, voire les éliminer. Le pouvoir antibactérien
des NPs est fréquemment sous-tendu par 4 processus : 1) perturbation de la membrane bactérienne
2) génération de ROS; 3) diffusion a travers la membrane bactérienne; et 4) induction d’activités
antibactérienne au sein de la cellule, dont des interactions avec I’ADN et les protéines (Wang et al.,
2017).

N’ayant pas encore finalisé la mise au point de la méthodologie alternative de dénombrement
bactérien en matrice complexe par cytométrie de flux, je me suis réorientée vers une mise en contact
des NPs sous forme aérosol avec les bactéries. Cette approche originale pouvant étre intéressante e
approche de sécurité sanitaire concernant les nanomatériaux (NMx) dont les NPs, qui attirent
lattention de nombreux organismes sanitaires francais comme internatiodak des
connaissances relatif aux nanoparticules de dioxyde de titane et d’'oxyde de zinc dans les produits
cosmetiques en termes de pénétration cutanée, de génotoxicité et de cancérafahegeiropean
Commission and Directorate General for Health & Consumers, 2013; Sccs and Chaudhry, 2015;
Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) and Chaudhry, 2016). De plus, la terminologie de
« nano-antimicrobial » démontre l'intérét croissant porté aux NMx, au sens large, pour contrecarrer
I'antibiorésistance croissante d‘un certain nombre de micro-organismes pathogenes (Jamil et al.,
2017; Wang et al., 2017).

Aussi ai-je en novembre 2017 déposé une lettre d’intention intitulée NanoToxBactR auprés
de 'ANSES.

A) NanoToxBactR : étude de faisabilité d’'un test cytotoxicité des
NPs

NanoToxBactR correspond a une étude de faisabilité d’'un test cytotoxicité sous forme d’une
monocouche de la bactérie aéroporiéefluorescendMFAF76a pour identifier les dangers des

nanoparticules (NPs) inhalées. L'objectif serait de mettre a disposition de la communauté un outil
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sensible, « rapide » et « simple ». Ainsi, a I'aide de matériel biologique bactérien, une réponse a la
mise en contact NPs/bactéries pourrait étre obtenue en moins de 24h sans culture, par la quantification
de bioindicateur(s) pertinent(s) ne nécessitant aucun post-traitement biochimique et n’entrainant
aucun biais quantitatif lié a la présence de NPs (Bitounis et al., 2016).

L’originalité de ce travail réside, en partie, dans le contact des NPs aérosolisées avec la monocouche
bactérienne conservée sur gélose, et non en milieu liquide, pour mimer I'exposition pulmonaire ou
les NPs s’accumulent engendrant une réponse inflammatoire (Geiser et al., 2017; Khatri et al., 2017)
et stress oxydant (Das and Patra, 2017; Khatri et al., 2017; Wang et al., 2017). Habituellement les
concentrations en NPs sont limitées par leur solubilité en phase aqueuse, ici I'élément limitatif sera
leur surface spécifique par rapport a celle offerte par la monocouche. Les 2 aérocontaminants choisis
sont des NPs de noir de carbone (NPnC), de type céramique, et de cuivre (NPCu), de type métallique.
Les NPCu, souvent utilisées comme pigment, dopant électronique ou catalyseur (Rager et al., 2016;
Stark et al., 2015). Elles sont aussi connues comme antibactérien, car le cuivre endommage la
membrane bactérienne et dégrade son ADN (Vincent et al., 2018). Elles sont frequemment mises en
ceuvre dans des procédés industriels par des salariés certes équipés de protections individuelles, mai
dont I'efficacité reste relative pour des nanoobjets de quelques dizaines de nanométres (Honnert and
Grzebyk, 2013). Quant aux NPnC, elles relevent davantage de la qualité de I'air extérieur, car elles
miment souvent les suies automobiles (Morin et al., 2009; Stark et al., 2015). De plus, elles sont
largement utilisées en cosmétique comme base colorante (0,001 a 10%) pour des soins, des vernis e
de nombreux cosmétiques pour les yeux (mascaras, fards...) (Scientific Committee on Consumer
Safety (SCCS) and Chaudhry, 2016). L'adaptation du systéme d’exposition précédemment décrit
pourrait étre réalisée par nos collaborateurs du CERTAM (les Dr D Préterre & F Gouriou, St Etienne
du Rouvray, 76) en y introduisant des aérosols de NPCu ou NPnC générés en amont du systeme ef
contrélés par un granulometre.

Les monocouches avant et aprés exposition seraient caractérisées a l'aide de microscopie et
d’'imagerie par microsonde ionique SIMS. La quantité de NPs déposées selon la surface de la
monocouche bactérienne, non hydratée, pourrait étre évaluée par microscopie confocale. La qualité
du dépdt (homogénéité, répartition des NPs) sur la charge bactérienne serait observée par confocal,
MEB et SIMS. Cette technique lourde et innovante sur des matrices biologiques nous serait accessible
au travers d’une collaboration avec I'équipe NanoCARE du GPM UMR CNRS 6634 de I'Université
de Rouen Normandie-INSA de Rouen (les Dr A Cabin Flaman & A Delaune, D Gibouin).

Dans un premier temps sera établie la concentration nécessaire pour recouvrir intégralement
la couche bactérienne qui sera définie comme concentration maximale pour chacune des NPs. Puis
I'exposition de la monocouche bactérienne sera réalisée a 2 autres concentrations. Parallelement a la
caractérisation des dépoéts, les phénotypes bactériens de viabilité, morphologie et perméabilité seront

évalués, et corroborés a l'aide d’une étude de transcriptomique ciblée.
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Les travaux de Sacca (Sacca et al., 2014) sur I'exposition de suspendfonsiigzeri
planctoniques a des NPs de°Faous confortent dans notre approche phénotypique et
transcriptomique, mais aussi sur nos choix de biomarqueurs : viabilité bactérienne et perméabilisation
membranaire.

Cette étude NanoToxBactR confirmerait, en premier lieu, la pertinence du critere perméabilité
membranaire des bactéries suite a leur exposition aux NPs comme indication de la toxicité
particulaire. Actuellement ce type d’évaluation semble biaisée par les interférences que provoquent
les NPs lors des dosages biochimiques ou spectrophotométriques, compromettant leur robustesse
(Bitounis et al., 2016). Ainsi cet outil robuste serait applicable a tout aérosol de NPs, indépendamment
de ses caractéristiques (métallique, céramique, greffé, enrobé...). A plus long terme, il pourrait aussi
selon la durée ou la fréquence d’exposition aider a statuer pour des expositions chroniques et/ou
cumulées en pollution de l'air (Geiser et al., 2017).

Malheureusement, ce projet n'a pas été retenu par 'ANSES. Nous affinons notre stratégie en vue

d’'une nouvelle soumission fin 2018.

B) Evaluation de l'activité antibactérienne de nanomatériaux NMx

d’'argent
En Novembre 2017, jai présenté une communication intitulée « Production de viscosinamides par la
souche clinique dd’seudomonas fluoresceM-N1032: Implication dans le développement du
biofilm » a Bioadh2017, ou jai fait la connaissance du Dr M MORENO (Luxembourg Institute of
Science and Technology, Département Recherche et Technologie en matériaux). Ce chercheur
fonctionnalise des surfaces de matériaux a l'aide de nanoparticules d’argent par procédé plasma
gu’elle développe et se trouve vivement intéressée pour évaluer leur activité antibactérienne.
En cours de rédaction de la lettre d’'intention NanoToxBactR a I’ANSES, dont je ne connaissais pas
l'issue, je désirais étudier 'impact du contact de NPs / bactérie sur la physiologie et la perméabilité
membranaire bactérienne. Les “silver nanomaterials” sont définis comme tout matériau contenant de
'argent dont l'activité est accrue grace a la structure nanométriqgue (Marambio-Jones and Hoek,
2010).Un nanomatériau (NM) est un matériau dont au monesde ses dimensions ou une de ses
unités tridimensionnelles est nanométrique (1-100nm) (Wang et al., 2017). Par son procédé, Figure
39, le Dr M MORENO produit des surfaces présentant des clusters nanométriques d’argent métallique
AgP.
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Figure 39 :Procédé d’obtention des nanomatériaux (NMx) d’argent, réalisé par le
Dr M MORENO.
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L’argent est utilisé depuis des siécles comme antibactérien avec une utilisation moindre depuis la
découverte des antibiotiques. Cependant un regain dintérét existe suite aux phénomenes
d’antibiorésistance développés par de nombreux pathogenes (Chen and Schluesener, 2008; Jamil e
al., 2017; Wang et al., 2017) et de nombreux nano-antibiotiques sont développés (Jamil et al., 2017;
Marambio-Jones and Hoek, 2010; Zheng et al., 2048)e industrialisés largement (habillement,

biens de consommation, de soin, de santé...). Cette utilisation est si présente que la dissémination des
NMx, plus particulierement des silver NMx, dans I'environnement préoccupent les instances
sanitaires européennes (Hartemann et al., 2015; Kegk& and Nowak, 2016).

L’ activité antibactérienne des silver NMx se réalise via la libération d’ions argérfoAge oxydée

d’Ag° facilement obtensible & pH acide. lls interagissent directement avec la membrane. Le transport
deNPAg (d’environ 80nm) a été constaté au travers de la membraheadeuginosa et est reliée a
I'expression de la pompe membranaire MexAB-OprM (Picard et al., 2018; Xu et al., 2004), dont le
diamétre maximal est dix fois plus petit (Phan et al., 2010). Des zones d’ombres persistent. D’autre
part, les Ag réagissent aussi avec I'oxygene de I'air ou de I'eau et induisent la production extra- et
intracellulaire de ROS, plus spécifiguement d’ions et de radicaux hydroxyles (Wang et al., 2017). lls
peuvent entrainer, sélectivement ou concomitamment, une augmentation de la perméabilité
membranaire, une perte de force motrice protonique induisant une perte énergétique de la bactérie
avec un efflux phosphate, une fuite du cytosol, des modifications protéiques, lipidiques, voire une
perturbation de la réplication de 'ADN (Das and Patra, 2017; Marambio-Jones and Hoek, 2010;
Wang et al., 2017).

De plus la toxicité des silver matériaux est liée a leurs propres caractéristiques intrinseques : taille,
forme, cristallinité, chimie, mais aussi selon les caractéristiques propres a son microenvironnement
agueux ou non (Marambio-Jones and Hoek, 2010). Habituellement I'activité antibactérienne est
guantifiée par une mise en contact des NMx en suspension dans une suspension bactérienne (Das an
Patra, 2017; Marambio-Jones and Hoek, 2010), qui est biaisée par les interférences provoquées par
les NPs lors des dosages (Bitounis et al., 2016). Une autre quantification est de déposer la suspensior
de nanomatériaux sur un tapis bactérien (Zodrow et al., 2009). Ces protocoles ne sont pas
envisageables pour les échantillons matriciels et monofaces fournis par le Dr MORENO. Récemment
un stagiaires de BTS a adapté le protocole présenté Figure 40 de la norme ISO 22196 :2011 intitulée
Plastiques -- Mesurage de I'action antibactérienne sur les surfaces en plastique.
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Figure 40 :Protocole d’évaluation de I'activité antibactérienne par dépot de
suspension bactérienne sur la face de NMx.

Le Dr MORENO a fourni deux lots prépareés lors de ciomal de plasma impactant la quantité et la
gualité¢ des dépbts de NPsAg, qui sont en cours de caractérisation. Quant a leur activité
antimicrobienne, les essais préliminaires a I'aide de la sdudherescen$IFAF76a retranscrivent

aussi cette différence d’état de surface.

Dans la seconde partie du stage de BTS a l'automne 2018, des essais complémentaires vont
permettre de conforter ce protocle. La mise au point de la méthodologie alternative de dénombrement
bactérien par cytométrie de flux pourrait étre effective alors. Aussi nous pourrions envisager de
développer un protocole alternatif grace a la souche MFAFR@6ae. portant une protéine
fluorescente bleue. Il éviterait les fastidieux dénombrements sur boites de Petri et serait affranchi du
biais lié a la présence potentielle de NMx. Cette approche nous permettrait aussi d'évaluer
grossierement la proportion de bactéries partiellement, totalement ou non perméabilisées (Chau et al.,

2008). Ainsi nous pourrions discriminer les conditions de préparation plasma représentatives d’un
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panel large d’activité antimicrobienne au travers d’une sélection de traitements plasma définis et
caracterises.

Au vu des mécanismes décrits dans la littérature, nous pourrons mettre a profit I'expérience
accumulée sur le stress membranaire, mais aussi le stress oxydant, qui inclut le stress nitrosant. Ainsi
des approches transcriptomiques ciblées dans un premier temps seront envisagées. Elles pourront étr
affinées par la suite par des approches complémentaires omics, voire la mise en ceuvre de mutants
pour affiner la connaissance des mécanismes mis en ceuRefparescendMFAF76a en contact

avec les silver nanomatéraiux développés par le Dr M MORENO.

C) Evaluation de [l'activité antibactérienne de NPs en matrice
cosmeétique

Les opportunités précédentes concernant les NMx ne m'ont pas détournée de I'approche en
securité sanitaire des produits cosmeétiques, d’autant que les autorités sanitaires européennes imposen
depuis mai 2018 une analyse de risque lors du dép6t de nouveaux ingrédients cosmétiques de type
NM (SCCS, 2017).

Le contact bactérie/matrice cosmétique que jai eu l'opportunité de caractériser a impacté la
physiologie bactérienne au niveau viabilité et/ou homéostasie membranaire. Pour appréhender les
synergies mises en ceuvre lors de la réponse bactérienne, il me semble nécessaire d’étudier les
différents partenaires présents dans le microenvironnement bactérien qu’est la lotion solaire. Elle
consiste en la dispersion de gouttelettes (émulsion) contenant des particules solides dispersées, les
NPs de TiQ@ comme filtres inorganiques. Il s’agit donc d’'un systeme a phases multiples qui apparait
encore plus complexe qu’'une simple émulsion. De plus, les NPs depfa@gent la peau lors
d’exposition aux rayonnements UV (Wawrzynczak et al., 2016), mais alors produisent des ROS (Das
and Patra, 2017; Wang et al., 2017; Yadav et al., 2016). Ces propriétés photocatalytiques peuvent
avoir des conséquences sur la réponse bactérienne, méme en absence de rayonnement (Jamil et al
2017; Pelgrift and Friedman, 2013).

Aussi pour envisager la réponse bactérienne au sein de cette matrice complexe, une scission
en plusieurs problématiques s’impose : le contact avec I'émulsion et le contact avec le systéme
photocatalytiqgue. Ce dernier point nécessite d’étre a nouveau fragmenté en I'impact du rayonnement
et celui du filtre solaire. Au cceur de la lotion solaire, ce filtre photocatalytique générera des ROS qui
inévitablement vont déclencher des adaptations bactériennes : métaboliques, membranaires, voire
génétiques. Ces conséquences se concrétiseront, en partie, macroscopiquement sous la forme
d’activité antibactérienne. Cette activité, dans ce systeme complexe, refletera aussi I'interaction avec
’émulsion. Aussi, par ces études, j'entends caractériser I'origine des diverses contributions a la

réponse bactérienne situ, i.e. en produit cosmétique.
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(1)Evaluation de I'activité antibactérienne des émulsions
Les nano-émulsions (émulsions dont le diamétre mayesm globules est inférieur au

micromeétre) sont réputées d’'une activité antimicrobienne plus importante que les émulsions, liée a
leur granulométrie plus fine (Teixeira et al., 2007). Suite a une revue fournie, El Kadri et al. (Kadri

et al., 2017) contestent que les survie et croissance bactérienne soient impactées par la granulométrie
de I'émulsion, voire que la membrane soit dégradée lors de ce contact (Hamouda et al., 2001,
Hamouda and Baker, 2000; Teixeira et al., 2007). L’analogie avec l'interaction bactérie/NM laisserait
penser qu’en contact direct avec une interface plus dense, la bactérie pourrait voir sa permeéabilité
membranaire modifiée (changements structuraux phospholipidiques, protéiques, altération de
I'activité respiratoire). Cette réponse membranaire pourrait impactée la communication de la bactérie,
voire aboutir a la mort cellulaire (Das and Patra, 2017; Wang et al., 2017). Le débat reste ouvert !

Les travaux doctoraux de D DESPLAN (soutenance prévue fin 2018) avec nos collaborateurs du
laboratoire SATIE (Université de Cergy-Pontoise) ont implémenté une nouvelle technique de
caractérisationin situ de la croissance bactérienne par le suivi des propriétés mécaniques et
électriques de I'échantillon. Ainsi les propriétés rhéologiques : G’ (module élastique) et G” (module
visco-élastique) permettent de suivre la croissance bactérienne (G”), mais aussi les modifications
organisationnelles a l'interface bactérie/matrice.

A moyen terme, l'impact de I'encombrement stérique que représente un globule d’émulsion a la
surface bactérienne.g.P. fluorescen®MFAF76a) pourra étre caractérisé par cette approche micro-
rhéologique innovante. J'espére pouvoir la compléter par des approches transcriptomiques ciblées
guantifiant I'expression de geénes liés aux ROS, a la perméabilité membranaire, a I'activité
respiratoire, mais aussi des génes méchano-senseurs (Chevalier et al., 2018; Cox et al., 2018; Persa
2017). L'expérience acquise au cours de I'approche qualité de I'air sera aisément transposable dans
ce contexte. De plus I'activité antimicrobienne de I'émulsion pourrait étre évaluée en fonction de la
densité de la phase globulaire, selon le foisonnement / I'entassement moléculaire en interface de

la membrane bactérienne. Ainsi des outils omics (protéomique, lipidomique, transcriptomique, voire
meétabolomique ciblées) seront couplés a la micro-rhéologie, qui, je I'espére, nous permettra de
clarifier les mécanismes bactériens mis en ceuvre selon la densité du milieu avec lequel la bactérie

crée une interface.

(2)Evaluation de I'activité antibactérienne du rayonnement UV
Une lotion solaire a pour objet de protéger corgsadyonnements solaires, parmi lesquels les

rayonnements UV provoquent les plus grands dommages cutanés. lls se subdivisent en UVA (320-
400 nm), UVB (290-320 nm) et UVC (100-290 nm). Méme si ces derniers concernent peu ou prou le

consommateur, car ils n'atteignent pas la surface terrestre (Yadav et al., 2016). Bien que ces UVC
soient réputés antibactériens, I'attention est portée davantage sur les UVB plus abondants et moins

pénétrants dans la peau que les UVA plus énergétiques (Gamalier et al., 2017). Les UV induisent des
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modifications lipidiques, protéiques (Santos et al., 2013) modifiant la perméabilité membranaire.
L’ADN est aussi impacté par oxydation des acides nucléiques. De plus, lirradiation UV peut
acceélérer la sécrétion de vésicules, signe avant-coureur de la lyse cellulaire bactérienne (Gamalier et
al., 2017).

Une demande de financement de bourse doctorale Cifre a été déposée en juillet 2018 aupres de
FANRT s’intéressant aux interactions bactérie/ irradiation UV. Ce travail collaboratif avec
l'entreprise BASF Beauty Care Solutions France SAS, que je co-encadrerai avec le Pr M
FEUILLOLEY, pourra contribuer a une meilleure connaissance des stratégies mises en ceuvre par la
bactérie dans diverses conditions d’irradiation UV, aussi bien au niveau membranaire, métabolique,
voire génétique. Cette approche multi-échelle sera argumentée a I'aide des données physiologiques,

protéomiques, lipidomiques, transcriptomiques et métabolomiques, que le futur doctorant acquerra.

(3)Evaluation de I'activité antibactérienne de NPs en matrice cosmétique
Dans la logique de la thése du Dr L ROWENZYCK en @axdion avec I'URCOM, Université

du Havre, il semblerait intéressant d’'approfondir I'impact de la présence de filtre physique
cosmétique. Actuellement TiCet le ZnO sont autorisés (Journal officiel de I'Union européenne,
2017;Stark et al., 2015; Yadav et al., 2016). Ces derniéres années une littérature abondante de leur
interaction avec les bactéries est parue (Anupama et al., 2018; Das and Patra, 2017; Planchon et al..
2013; Wang et al., 2017), dont certaines en présence d’irradiation UV ou non (Mathur et al., 2017;
Qiu et al., 2017). A ma connaissance, seuls les travaux de L Rowenczyk ont amorcé unesétude

des interactions bactéries/ NPs en matrice complexe de type produit industriel (Rowenczyk et al.,
2017) que jaimerais approfondir. Des travaux récents implémentent les approches omics dans ce
contexte contact bactérie/NP Ti€imple. Une partie des bactéries survivent a ce contact en adaptant
leur métabolisme : une sous production protéique, mais une augmentation des métabolites liés au
métabolisme énergétique et a la croissance bactérienne (Planchon et al., 2017). Unesiébadgu

contact d’'un biofilm déP. aeruginosa avec des NPs©ti@ecrit que le gene dont I'expression serait

en premier impacté serdiatA qui interagit ensuite aveposS, rpoA, dnaket hfg. rpoS, rpoAsont

reliés a la biosynthese des ARN, mais aussi I'expressiopo&impacte la motilité, la virulence et

la communication bactérienne. QuarttraaK et hfq, ils sont impliqués dans la synthése protéique et

la réponse au stress. La protéine DnaK forme un complexe ternaire avec NirC et FIiC (Anupama et
al., 2018). FIliC est une protéine structurante du flagelle, donc relative a la motilité (Acuia et al. 2015),
déja évoquée dans la réponse awp.NI2 méme que pour NirC qui chBzaeruginosa est une nitrite
réductase (Kondakova et al., 2016).

Ces résultats prédictifs ne sont pas directement transposables au cas du contact bactéeries/ NPs el
matrice complexe. Cependant nos approches omics ciblant ces différents genes nous permettront
d’infirmer, voire d’amender ce réseau qui présente des similitudes avec nos projets précédents et ceux

présentés dans ce projet de recherche.
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lIl) Feuille de route !
Les divers aspects de ces perspectives scientifiques, synthétisés Figure 38, ne seront pas

développés simultanément, mais de facon séquentielle au gré de I'obtention de financements, mais

aussi des avancées scientifiques, les notres ou celles d’autres chercheurs. Nous avons déja ¢
disposition de nombreux moyens, d’autres seront accessibles au sein de collaborations régionales,
nationales et internationales, dont un certain nombre est déja fonctionnel et d’autres sont a mettre en
ceuvre ou a créer, comme indiqué en Figure 41.
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Figure 41 :Financements et collaborations acquis ou envisagés (indiqué par
? Xxx ?) pour réaliser mes perspectives de recherche.

Ces thématiques de sécurité sanitaire mobilisentanganismes gouvernementaux, qui
imposent de nouvelles contraintes aux citoyens que nous sommes, mais aussi aux industriels. Aussi
des demandes de financements aussi bien publics que privés semblent tout a fait motivables et
concrétisables. D’ores et déja, le retour du BTS ayant amorcé le travail sur les NMx est prévu a
'automne. Notre nouveau doctorant T CHAUTRAND, financé jusqu’en 2021 par le RIN CBS
SeSAL, sur la thématique sécurité sanitaire de I'Air, sera chaperonné par l'actuelle doctorante S
DEPAYRAS, bénéficiant d'un poste ATER jusqu’en ao(t 2019. La compilation des résultats de cette
thése débutante avec les deux précédentes (T KONDAKOVA et S DEPAYRAS) permettra d’asseaoir,
dans les prochaines années, la construction d’'un projet ANR de type ERA-NET Cofund en Résistance

bY

antimicrobienne. D'ici-la, je serai amenée a contacter de nouveaux partenaires nationaux et
internationaux. Je pourrai m'appuyer sur le réseau Pseudomonas, GDR en cours de réactivation, mais
aussi saisir des opportunités au cours de futurs congrées internationaux.

Suite a sa soutenance fin 2018/début 2019, S DEPAYRAS s’intéressera a la mise au point de
la méthode alternative de dénombrement bactérien en matrice complexe contenant des

nanoparticules. Courant de 'automne 2018, nous aurons obtenu le retour de 'ANRT concernant le
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financement de la bourse doctorale CIFRE en collaboration avec BASF Beauty Care Solutions France
SAS. Ainsi, d’ici fin 2018, devrait débuter I'étude de la réponse bactérienne aux rayonnements UV.
Quant au contact bactérie/nanomatériau, notre collaboration avec le Dr MORENO s’étoffera a
'automne avec de nouveaux essais réalisés lors d'un stage BTS. Pour l'aspect nanoparticules,
j'envisage de soumettre une lettre d’intention amendée au sujet de NanoToxBactR au prochain appel
a projets recherche de 'ANSES. Cette expertise cumulée a I'expérience acquise au travers des
collaborations avec les laboratoires URCOM (Université du Havre Normandie) et SATIE (Université
de Cergy-Pontoise) et la société BASF Beauty Care Solutions France SAS pourraient me permettre
de participer au montage d’'un projet FUI, ANR ou projet européen type H2020 permettant de
documenter la sécurité sanitaire des produits cosmétiques contenant des nanoparticules par rappor
au microbiote cutané, mais aussi 'impact de la pollution sur 'usage des cosmétiques.

Fondamentalement, mon intérét pour les interfaces a été un fil rouge tout au long de ma vie
de chercheur. Ayant débuté par les interfaces physico-chimiques, comprendre comment la membrane
bactérienne est une plate-forme intelligente et sélective d’interactions du micro-organisme avec son
microenvironnement m’enthousiasme. De plus, je cherche a appréhender les stratégies membranaires
métaboliques et génétiques en réponse a des stress exogenes.

Je poursuis ce chemin qui se trace au gré des interfaces ! En avant pour de nouvelles

aventures !
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Formation of gliadin nanoparticles:
Influence of the solubility parameter
of the protein solvent

Abstract Nanoparticles are produced
from gliadin, a wheat gluten fraction,
by precipitation in a non-solvent. In
order to control their size, the solvent
effect is studied by solubilizing the
protein in different mixtures whose
solubility parameters are close or
equal to the gliadin parameter, dg.
The determination of dg is performed
by turbidity. The size of the nano-
particles is evaluated by QELS (quasi-
elastic light scattering). The study of
the size as a function of the solubility

parameter of the protein solvent
allows the determination of the
optimal conditions for nano-
particle formation.

Key words Nanoparticles — gliadin —
solubility parameter — desolvatation
method

Introduction

Nanoparticles obtained from natural or synthetic poly-
mers are currently attracting much interest as specific
carriers in pharmacy, in cosmetology, in the agro-chemical
industry and in other industrial fields [ 1-3]. For biological
applications, vegetal particles have been derived from pro-
teins [4, 5], such as gliadin extracted from gluten of wheat
and vicillin or legumin extracted from pea seeds. Their
potential appears to be large, especially in the targeting of
active principles.

The formation of gliadin nanoparticles by desolvata-
tion method in a non-solvent mixture, as well as their
loading and controlled release capacity of all trans-retinoic
acid have recently been shown [5]. It is concluded that the
coacervate formation is very sensitive to environmental
parameters and to the structural characteristics of the
protein.

In this paper, we propose to understand the influence
of the environmental parameters by a thermodynamical
approach. The solubility parameters will be used to opti-

mize the preparation of gliadin nanoparticles with the aim
of estimating their size.

Theory
Mixing enthalpy 4™H of polymer/solvent system

Flory [6] evaluated the mixing enthalpy for a regular
system, i.e., for real polymer/solvent mixtures in the case of
a weak thermic effect. The total energy of the interaction
AE, is a function of the elementary interaction energies of
solvent/solvent (E{;), of polymer segment/polymer seg-
ment (E,,) and of solvent/polymer segment (E ,):

AE ; =3(Eyy + Ez) — Ey5 . (1)

If z is the coordination number of polymer network
and N; the number of moles of the solvent and ¢, the
volume fraction of the polymer, the mixing enthalpy is

AMH:(Z_Z)Nl $rAE ;. )
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Solubility parameter ¢ and interaction energies

Hildebrand proposed the following relation for AE;, for
endothermic “simple” mixtures:

AE;, = [(E1f — E3D))27° 3)
from which the definitive form of AMH is
AMH = Vi ¢,(0; — 02)° 4

with V' the molar mixture volume, ¢; and ¢, are, respec-
tively, the volume fraction of the solvent and of the poly-
mer.

0; is the solubility parameter of the compound defined
as

0; = [Eu(z — 2)/(2Vi):|1/2 5
i,i.e. 1 or 2, means, respectively, the solvent or the polymer.
V; is the molar volume of the compound i. For classical
solvents, the parameter can be found in the literature data
[7] and is expressed in (Jcm ™ *)!/? or in (MPa)'/%

Relation (4) shows that the miscibility of a polymer in
a solvent is possible if

8, =0,. (7)

The solubility parameter dy; of a mixture, for instance
water/ethanol, is determined with the help of the following
relation:

Sm=h0+ 0 ®)

with 0 and ¢’ the solubility parameters of ethanol and
water and ¢ and ¢’ their volume fractions, respectively.

@+ =1).
In this study, we are assuming that the protein/

water/ethanol mixture is a simple regular mixture. In fact
the protein is very diluted (0.1%).

Material and methods
Material

Gliadin was obtained from a common wheat flour (variety
Hardy) and purified by INRA de Nantes laboratories, and
then dialysed. Its method of purification is as follows:
Gluten was extracted on a preparative scale from the
wheat flour. It was freeze-dried, ground in a refrigerated
grinder and defatted by two extractions with dichloro-
methane for 2 h at 20 °C (gluten/solvent ratio: 1/10 w/v).
After filtering, the residue was evaporated from the gluten
at 20 °C under reduced pressure. Samples of dried gluten
powder (50 g) were stirred gently in an ethanol/water mix-
ture (70/30 v/v) in a gluten/solvent ratio: 1/10 w/v for 4 h
at 20°C. The suspension was centrifuged (10000 g for

20 min). The soluble fraction was dialysed exhaustively,
first against water, and then against 0.05 M acetic acid.
Finally, gliadin was freeze-dried.

Analysis of the extracted gliadin fraction was carried
out by reverse phase-HPLC [9] and polyacrylamide gel
electrophoresis at acid pH [10]. In this way, the amount of
protein in the gliadin freeze-dried extract was calculated to
be around 85% w/w and the proportions of the different
gliadin groups were 55% w/w for o and fS-gliadins, 15%
w/w for y-gliadin, and for w-gliadin.

All aqueous solutions were prepared from ultra pure
water (Milli Q Plus-Millipore). The physiological saline
phase was prepared from NaCl provided by Merck.

Pure absolute ethanol at 99.5% was provided by Carlo
Erba.

Pure propylene glycol (PG) or 1,2-propanediol greater
than 98% was provided by Fluka.

Pure ethylene glycol (EG) greater than 99.8% R.P. was
provided by Prolabo.

The surface-active agent which disperses the nanopar-
ticles is Synperonic® PE/F68 provided by ICI.

Ethanol was eliminated by evaporation with
Rotavapor R-114, provided by Biichi, under reduced pres-
sure (Divac 2.4L provided by Leybold).

Nanoparticle separation by ultracentrifugation was
carried out with the help of Sigma 3K 30 (Bioblock Scien-
tific). The solutions’ turbidity was determinated by UV-
visible Lambda 5 photometer (Perkin-Elmer). Particle
diameters were estimated by quasi-elastic light scattering
(QELS), with the help of a photogoniodiffusometer and
a RTG correlator (EEMATech) with 12 digital counters.

Preparation of different-solubility-parameter solutions

According to Hildebrand, the solubility parameter of
gliadin can be determined using a panel of solvents or
mixtures of them. The solvent which best solubilizes gliadin
has the same solubility parameter (dg) as this protein.

Different mixtures were prepared with solvents such as
ethylene glycol (EG) or propylene glycol (PG) and ultra
pure water. Table 1 displays the solubility parameters of
the solvents used [7].

0.1% gliadin solutions were prepared in solvents mix-
tures where Jy was chosen between 30.2 and 36.9 MPal/2.

Preparation of gliadin nanoparticles
by desolvation method
This method is based on the fact that gliadin is not soluble

in a non-solvent medium such as water, in contact of
which the protein precipitates.

P1
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Table 1 Solubility parameters of the solvents used

Solvents Water Ethylene Propylene Ethanol
glycol glycol
5 (MPa'/?) 47.8 329 30.2 26.5

Two solutions prepared separately were mixed. The
method is as follows:

— 0.5% (w/v) Gliadin is solubilized at 25 °C in 20 ml of an
ethanol/water mixture A of required Jy, prepared and
then filtered on 0.45 um.

— Solution B is made from 40 ml of physiological saline
solution (i.e. 0.9% NaCl aqueous solution), filtered on
0.45 ym, and from Synperonic® PE/F68 at 25°C. The
surface-active agent concentration is 0.5% w/w.

— The solution B is slowly poured with the help of
a funnel, 4 mm in diameter, diving into the solvent phase
A at 25 °C, under magnetic stirring (500 r.p.m) for about
10 min. The stirring and the temperature are maintained
for 5 min after this operation. We call this coacervation
step of the nanoparticles “nanoprecipitation”.

— The suspension of nanoparticles is concentrated by
evaporation with a rotavapor in order to eliminate most
of the ethanol.

— Then the nanoparticles are purified by centrifugation for
15 min at 20000 r.p.m and at 4 °C. The surpernatant is
removed and then the pellets are resuspended in 2 ml of
supernatant by three sessions of 5 min ultrasonic waves.

The different steps of the preparation are described in
Fig. 1.

Cross-linking of gliadin nanoparticles

This stage is reached by adding glutaraldehyde to the
suspension. Freshly prepared particles were cross-linked
with 1.64 mg glutaraldehyde/mg nanoparticles for 2 h at
room temperature. This colloidal system was then purified
twice by centrifugation in physiological saline solution.

Characterization of desolvation method media
and of gliadin nanoparticles

Turbidity

For the determination of its solubility parameter, the solu-
bility of a compound dissolved in media of different dy is
usually inspected visually for homogeneity and transpar-
ency of the mixtures. More accurate measurement can be
made by turbidity experiments. The more opaque the

LPolynrrsolvent[imeAl
*solubilized gliadin in an *Physnlogmlsalme
alcoholic mixture *Surface-active agent: ]
at 25°C Synperonic® PE/F68
a25°C
Adding
under
o
at 25°C

l

I Nanoparticle formation : mnopxecipilation]

|

Agitation at 25°C for 5 min

}

| Concentration by evaporating ethanol |

}

I Centrifugation at 20000 r.p.m at 4°C I

|

[ Supernatant elimination, then nanoparticles resuspension in 2 il of the latter I

Fig. 1 Preparation of gliadin nanoparticles by desolvation method

solution, the more attenuated the intensity of the incident
beam. The observed absorption is related to the turbidity
7 and to the thickness of the cell L.

The measurement is performed by determining the
difference between a suspension and the pure solvent:

(Abs); 15 — (Abs)y = (1145 —1y) = 141 )

with (Abs); = log(I/I,); the subscripts 1 and 2 denote sol-
vent and solute, respectively, in this case gliadin.

Quasielastic light scattering (QELS)

Particle-size measurements are carried out using quasi-
elastic light scattering (QELS). By this method, mean par-
ticle diameters and sample polydispersity are determined.
This technique is concerned with the time dependence of
the fluctuations on the intensity of light scattered by a sus-
pension of nanoparticles. The correlator accumulates
the value of the light correlation function in 12 digital
counters. Before an analysis, the sample is warmed up at
25°C for, at least, a quarter of an hour; each change of one
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degree centigrade promotes an error of 2% on the size
estimation.

For a system of rigid monodisperse particles, the cor-
relation function is

C(t) = Aexp(—2I't) + B (10)

with 4 and B constants and t the measurement time. C(t) is
related to the fluctuation relaxation time t by

I'=Dqg* =1/t (11)

where ¢ is the scattering fluctuation wave vector ampli-
tude. D is the translational diffusion coefficient which
allows the determination of the size of a particle at high
dilution limit through the Stokes—Finstein equation by
extrapolation at zero volume fraction:

D =kT/3mnd (12)

with k the Boltzmann constant, T the absolute temperature
and 7 the viscosity of the medium in which the particles of
hydrodynamic diameter d are suspended. Particle size
measurements are performed with diluted solutions close to
the dilution limit. And, for spherical particles, only scatter-
ing at one angle, 90 °, is required. In our case, the gliadin
nanoparticles had been shown spherical by SEM [5].

Experimental results

Determination of gliadin solubility parameter,
0¢ (Hildebrand’s method)

The visual observation of 0.1% gliadin solutions gives the
results shown in Table 2. The solvents used are usually
considered as references for the determination of solubility
parameters.

This first approach leads to the conclusion that the
solutions are clearer between 30.2 and 36.9 Mpa'/. Then
the gliadine solubility parameter, 05 1is located at
35+ 1 MPa'2

To improve and quantify this result, a turbidity study
has been performed at 25°C with similar ethanol/water
mixtures of dy from 34.0 to 36.1 Mpa'/?. This couple of
solvents was chosen because it will concern the prepara-
tion of gliadin nanoparticles. Figure 2 shows the obtained
results.

It can be concluded more precisely that dg value is
34.5+ 0.5 MPa'/? |

Gliadin nanoparticle size by QELS

In a first step, the nanoparticles not reticulated were
studied.

Table 2 Visual observations of 0.1% gliadin solutions

é [MPal/?] Mixture [%] T [°C] Appearance

30.2 100 PG 14.6 Very cloudy

30.6 96 PG/4 Water 14.6 Cloudy

31.8 91 PG/9 Water 14.6 Very cloudy

32.8 85 PG/15 Water 14.6 Very cloudy

329 100 EG 17.2 Cloudy

339 79 PG/21Water 14.6 Clear

342 91 EG/9 Water 17.2 Very clear

35.0 73 PG/27 Water 14.6 Very clear

35.1 85 EG/15 Water 17.2 Very clear

36.0 79 EG/21 Water 17.2 Clear

36.9 73 EG/27 Water 17.2 Cloudy
Absorbance

1.65 - at 399.6 nm

Fig. 2 Turbidity of gliadin mixtures

This study is based on three different batches of
nanoparticles. Each shown diameter is an average of, at
least, three measurements by QELS.

Evolution of nanoparticles with the process step

Figure 3 shows the nanoparticle diameters plotted versus
the solubility parameters dy of the solvent mixtures used
for the desolvation, 24 h after the desolvatation process.

The curves show a minimum size of the diameter when
dm corresponds to the gliadin solubility parameter g for
the steps of nanoprecipitation and evaporation by
rotavapor. This minimum size has been observed in three
different sets of experiments. For the centrifugation step,
the behavior is not the same: an inflexion point can be
observed at dg on the decreasing plot. As shown by
Table 3, the size is doubled with respect to the nano-
precipitation step at d¢.

A similar observation is noted, in Fig. 3, between 32.9
and 35.0 Mpa'/?. A possible explanation could be the
aggregation of the particles in both by the action of the
centrifugal force. But, from 36.1 to 37.9 Mpa'/?, diameters
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500 Diameter
(nm)

400 +
300 +
200 +

100 +

S (MPa'?)
0 + } } } } |
32 33 34 35 36 37 38

——Nanoprecipitation —o—Evaporation —a— Centrifugation |

Fig. 3 Size evolution of gliadin nanoparticles as a function of the
process step, 24 h after desolvation. The error bars represent the
polydispersity of the size distribution

Table 3 Minimum size of gliadin particles 24 h after desolvation

Process stage Nanopreci- Rotavapor Centrifugation
pitation
Diameter (nm) 157.4 146.2 296.4

decrease and the polydispersity values increase between 20
and 35%. This different behavior is not easy to explain.
None of the parameters or experimental conditions were
changed during the experiments.

Nanoparticle size as a function of 6 and time

Figure 4 shows the evolution of the nanoparticle size from
24 h after their nanoprecipitation to 39 days after (d + 39).

During the step of nanoprecipitation, the nanoparticles
were subjected neither to evaporation, nor to centrifu-
gation. This plot and Fig. 5 show that, after 28 days
(d + 28), the graphs are not complete. In these plots, sev-
eral points are missing since d + 28. In fact flocculation is
achieved and the colloidal concentration is too small to be
measured by QELS.

Figure 5 shows the evolution of nanoparticle size from
24 h after their evaporation until 39 days after (d + 39).
These particles were not subjected to centrifugation.

Figures 4 and 5 show a similar shape of the curves for
nanoprecipitation and solvent evaporation stages with
a minimum diameter obtained in the vicinity of dg. As for
the general shape of the graphs, time does not seem to have
a great influence on the minimum size. Nevertheless, for
a given Jy different from dg, the mean diameter of the
nanoparticles changes with time.

The centrifugation (Fig. 6) has three effects: it affects
the size of particles after the nanoprecipitation, and in-

500  Diameter NANOPRECIPITATION

(nm) —o—d+1

400 o d#T
300 | —-d+21
—x—d+28
200 + ——d+36
100 | _ i —0—-d+39

+ 81\1 (MP a1/2)

0 : | ' | ; |

T T T T T 1

32 33 34 35 36 37 38

Fig. 4 Evolution of nanoparticle size after precipitation as a function
of 6,, and time

Dia
900 - rameter EVAPORATION
(nm)
—o—d+1
600 + —o—-d+7
——d+21
—x—d+28
300 -
——d+36
Sy (MPa")
0 : : : : : : |
32 33 34 35 36 37 38 39

Fig. 5 Evolution of nanoparticle size after precipitation and after
evaporation by rotavapor as a function of 6,, and of the time. The
symbols are the same as in Fig. 4

600 - Diameter CENTRIFUGATION
500 L (nm) —o—d+1
——d+7
400 4 —A—d+21
300 1 —x-d+28
200 L ——d+36
—0—-d+39
100 - w (MPa™)
0 —t—
32 33 34% 35 36 37 38 39

Fig. 6 Evolution of nanoparticle size after precipitation, solvent
evaporation and centrifugation as a function of J,, and time. The
symbols are the same as in Fig. 4

fluences the temporal size of the suspension, and increases
the polydispersity of size distributions. However, in the
area of solubility parameters around dg, the evolution of
the nanoparticle size is less important. Then a greater
stability of size at dg can be deduced.
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Fig.7 Size evolution of gliadin nanoparticles (62EtOH/38H,0) in
time after nanoprecipitation and rotavapor

Nanoparticle size as a function of time

The former studies show a minimum and rather “stable”
size at dg. A comparison of the evolution of the nanopar-
ticles diameter prepared at ¢ after nanoprecipitation and
after solvent evaporation follows.

Figure 7 displays a similarity in the relationship be-
tween the size evolution and time. Nevertheless, after the
rotavapor stage, which eliminates most of ethanol, the size
becomes more important than after nanoprecipitation.
This is probably correlated to the higher concentration of
nanoparticles, which are brought closer to each other and
tend to aggregate. It can be also observed that the differ-
ence between the two curves fades away in time. After 40
days, the size is approximately the same as that 24 h after
the preparation of nanoparticles.

Compared evolution of the size of cross-linked
and non-cross-linked particles in time

To prevent any size variations in time, a set of nanopar-
ticles was cross-linked after the process of centrifugation
and re-suspended in physiological saline.

Two interesting observations can be made from Fig. §:
the size of the non-cross-linked particles oscillates with
time and their mean size increases also with time.

Fig. 8 Time evolution of gliadin nanoparticles cross-linked or not
after centrifugation

Contrarily to what might be expected [5], the size of
the cross-linked nanoparticles reduces with time and the
solution flocculates. The glutaraldehyde is known to react
with the NH, groups of the protein. From this, it may be
assumed that the charge of such groups in aqueous solu-
tion is neutralized by glutaraldehyde and, consequently,
on one side, the protein is more confined, then the size
decreases. On the other side, the suspension flocculates by
lack of electrostatic repulsions between nanoparticles, be-
cause all NH3 groups were changed into NH, ones.

Conclusion

This study shows that the method of the formation of
gliadin nanoparticles by the solubility parameters allows
the control of their size. Indeed, when the gliadin is
solubilized in its good solvent, whose solubility parameter
is as that of the protein, the smallest size of the particles is
obtained whatever the conditions of protein extraction
and purification. This size varies with the different stages
of the process, the most disturbing of which being centrifu-
gation. Time, and chemical cross-linking affect the evolu-
tion of particle size.
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Gliadin nanoparticles: formation,
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size optimization
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Abstract: Gliadin nanoparticles were prepared by a desolvatation method. They showed good stability
during several weeks in PBS or aqueous medium. Assayed as carriers for all-¢rans-retinoic acid (RA),
they have a quite good entrapment efficiency: about 75% of added drug at 60 pg’ (mg gliadin) ! and a
payload of 76.4pg’ (mg gliadin) ~! nanoparticles. A rapid release of 20% of the drug after 15min in sink
conditions and a diffusion process in a second step are observed.

According to the nature of vegetal proteins, the size control of the nanoparticles may be reached by
varying the nature of the solvent, the pH and the ionic strength. Because gliadin is poorly solubilized
in aqueous solutions, the first method was chosen. In order to quantify more precisely the solvent
effect, the size diameter was optimized through a solubility parameter study. The smallest size was
reached for protein solubility solvent equal to that of gliadin. Size differences were observed with
respect to the process steps; the diameter obtained after nanoprecipitation fluctuates with time.

© 1999 Society of Chemical Industry

Keywords: gliadin nanoparticles; all-zrans-retinoic acid ; encapsulation; size optimization; solubility parameter

INTRODUCTION

At the beginning of the twentieth century, Ehrlich?
first conceived ‘magic bullets’ to treat patients. In his
opinion, drugs could be introduced into the body
and released next to the site responsible for the
disease. The last few decades have witnessed con-
certed efforts to enhance the drug effectiveness
by improving their selectivity, which, with a few
exceptions, is generally poor.? For instance, in
cancer chemotherapy cytostatic agents also damage
normal, rapidly dividing cells.

A possible approach to enhance drug effectiveness
consists in the use of site-specific drug delivery,
which would not only increase the amount of drug
reaching the site but also simultaneously decrease the
amount being distributed to other parts of the body,
thus reducing unwanted side-effects.! Site-specific or
targeted delivery, therefore, would also enable a
reduction in the necessary dose to be administered.
By decreasing the side-effects, it would also increase
the therapeutic index of the drug.3# In this context,
a large number of drug delivery systems or drug car-
riers have been conceived and developed. Among

these systems, colloidal drug delivery systems ie lipo-
somes and nanoparticles, and microparticles hold
great promise for reaching the goal of site-specific
delivery or drug targeting.

Liposomes are vesicular colloidal drug delivery
systems. They consist of one or more concentric
spheres of lipid bilayer(s) surrounding aqueous
compartment(s).’ These bilayers are usually formed
by amphiphilic lipids, ie phosphatidylcholine or
dipalmitoyl phosphatidylcholine, and cholesterol
which is used to alter the membrane permeability.®

Microparticles can be defined as polymeric entities
falling in the range 1-250um (ideally less than
125 um in diameter). At present, there is no univer-
sally accepted size range that particles must have in
order to be classified as microparticles. However,
many workers classify particles smaller than 1pm as
nanoparticles and particles larger than 1000 pum as
macroparticles.” Similarly, nanoparticles are solid
colloidal polymeric particles ranging in size from 10
to 1000 nm. Both nano- and microparticles are made
of artificial or natural material.® The role of these
polymers in the preparation methods of carriers
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exceeds that of inert excipients. The components
have an influence, not only on the biodegradation
kinetics but also on the drug loading, compatibility
with tissues and iz vivo drug stability.®

In addition to the properties of the carrier
material, bioacceptability is also influenced by the
particle size. A reduction of the particle size enables
intravenous injection. The diameter of the smallest
blood capillaries is 4pum; consequently, solid par-
ticles have to have a smaller diameter, in order to be
able to traverse all capillaries.* Furthermore, small
colloidal carriers have a tendency to accumulate in
areas of inflammation in the body and in certain
tumours.'® Moreover, it has been demonstrated that
a reduction in particle size of polymeric particles
minimizes possible irritant reactions at the injection
site.*

Finally, it is also interesting to note that for topical
and oral applications it can be interesting to design
small colloidal carriers. In principle, a decrease of
the size allows an increase of the specific surface and,
therefore, an increase of the possibilities of inter-
action with the skin and/or the mucosa. Therefore, a
longer residence time of the drug delivery system
could be expected from a decrease of its size.

The aim of this work was to form particles from a
vegetal protein, gliadin (a fraction of wheat gluten),
by a method of desolvating macromolecules.!!:!2
This method of precipitation has several names in
the literature, including nanoprecipitation,!?—14
coacervation,!® solvent displacement!® or drowning-
out.!” These submicronic carriers could entrap dif-
ferent drugs (hydrophilic, hydrophobic and
amphiphilic). All-trans-retinoic acid was chosen for
its application in skin treatments.!! This acid, slight-
ly ionized in water, behaves like a lipophilic drug
when it is introduced in an aqueous medium.
However, if the pH of the medium is increased, this
acid becomes better dissociated and may behave as a
slightly polar molecule.

MATERIALS AND METHODS
Materials
Pure propylene glycol or 1,2-propanediol was pur-
chased from Fluka, Switzerland. Synperonic®
PE/F68 was graciously donated by ICI, UK. This
surface-active agent is a tribloc copolymer polyethyl-
ene oxide—propylene oxide—polyethylene oxide. All-
trans-retinoic acid (RA) or tretinoin (C,,H,,0,, M
300.4), glutaraldehyde and trypsin type I from
bovine pancreas were purchased from Sigma Chemi-
cal Co, USA. The physiological saline phase was
prepared with NaCl provided by Merck, Germany
and ultrapure water (Milli Q Plus, Millipore), as for
all aqueous preparations. Other organic solvents
(acetone, ethanol, etc) and chemical products used to
prepare the phosphate buffer (PBS) were purchased
from Prolabo, France.

Ethanol evaporation was realized by a rotavapor
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R-114, provided by Bichi, Switzerland under
reduced pressure. Nanoparticle separation was
carried out by centrifugation with a Sigma 3K30
(Bioblock Scientific, France). UV-visible spectros-
copy was carried out with a UV-visible Lambda 5
photometer (Perkin Elmer, USA). The particle
diameters were measured by Quasi-Elastic Light
Scattering (QELS), also known as photon correlation
spectrometry (PCS) using two pieces of apparatus: a
N4MD submicron analyser (Coultronics) was used
for the characterization of gliadin nanoparticles, and
a photogoniodiffusometer and an RTG correlator
(SEMATech, France) with 12 digital counters were
used for size optimization. The determination of
loading and releasing capacities of gliadin nanoparti-
cles made use of an original HPLC assembly
described in detail later.

Gliadin nanoparticles

Gliadin extraction and purification

Gliadin was obtained from a common wheat flour
(variety Hardy), purified at the Nantes Laboratories
of INRA and then dialysed. Its method of purifi-
cation is the following.

Gluten was extracted on a preparative scale from
wheat flour. It was freeze-dried, ground in a
refrigerated grinder and defatted by two extractions
with dichloromethane for 2h at 20°C (gluten/solvent
ratio 1/10w/v). After filtering, the residue was
evaporated from the gluten at 20°C under reduced
pressure. Samples of dried gluten powder (50¢g) were
stirred gently in an ethanol/water mixture (70/30v/v)
in a gluten/solvent ratio of 1/10w/v for 4h at 20°C.
The suspension was centrifuged (10000g for
20 min). The soluble fraction was dialysed exhaus-
tively, firstly against water, and then against 0.05 M
acetic acid. Finally, gliadin was freeze-dried.

Analysis of the extracted gliadin fraction was
carried out by reverse phase-HPLC!® and polyacry-
lamide gel electrophoresis at acid pH.!° In this way,
the amount of protein in the gliadin freeze-dried
extract was calculated to be around 85% w/w and the
proportions of the different gliadin groups were
55%w/w for a- and p-gliadins, 15%w/w for y-
gliadin, and 15% w/w for w-gliadin.

Preparation of gliadin nanoparticles by desolvatation
This method is based on the insolubility of gliadin in
a non-solvent medium such as water, in contact with
which the protein precipitates. The different steps of
preparation are described in Fig 1. Two solutions
prepared separately were mixed: Solution A contain-
ing 0.5% w/v gliadin solubilized at 25°C in 20ml of
an ethanol/water mixture, was prepared and then fil-
tered through a 0.45 um membrane. Solution B was
made from 40 ml of physiological saline solution (i.e.
0.9% NaCl aqueous solution), filtered through a
0.45 um membrane, and from Synperonic® PE/F68
at 25°C. The surface-active agent concentration was
0.5% w/w.

Polym Int 48:327-333 (1999)
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Figure 1. Formulation of gliadin nanoparticles by a
macromolecule desolvatation.

The solvent phase A was then slowly poured with
the help of a funnel, 4mm in diameter, placed into
the solution B at 25°C, under magnetic stirring
(500revmin~!) for 2min. Stirring and temperature
were maintained for 5min after this operation. This
coacervation of the nanoparticles is named here as
nanoprecipitation. The nanoparticle suspension was
concentrated by evaporation with a rotavaporator in
order to eliminate most of the ethanol. Then the
nanoparticles were purified by centrifugation for
15min at 20000revmin~! at 4°C. The supernatant
was removed and the pellets resuspended in 2ml of
supernatant by ultrasonication for three sessions of
5 min.

Eventually, some batches were cross-linked with
1.64 mg glutaraldehyde per mg nanoparticles for 2h
at room temperature. This colloidal system was then
purified twice by centrifugation in physiological
saline solution.

Finally, RA-loaded gliadin nanoparticles were pre-
pared by adding the drug in the organic phase before
nanoprecipitation. In addition, the nanoparticle
preparation procedure was performed in the dark in
order to avoid RA degradation.

Evaluation of nanoparticle size by QELS
Particle-size measurements are carried out using
quasi-elastic light scattering (QELS). The correlator
accumulates the value of the light correlation func-
tion in 12 digital counters. Before an analysis, the
sample is warmed to 25°C during at least 15min:
each change of 1°C promotes an error of 2% on the
size estimation. Particle diameters are deduced from
the Stokes—Einstein relation:

D = kT/3nnd Y]

where k is the Boltzmann constant, T the absolute
temperature and # the viscosity of the medium in
which the particles of hydrodynamic diameter d are
suspended. Particle size measurements are per-

Polym Int 48:327-333 (1999)
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formed with diluted solutions close to the dilution
limit. For spherical particles, only scattering at one
angle (90°) is required. In this study, the gliadin
nanoparticles had been shown to be spherical by
scanning electron microscopy.!!

Evaluation of transformed gliadin

The amount of gliadin transformed into nanoparti-
cles was determinated as follows: 5ml of suspension
was centrifuged (20000revmin~! for 15min) and
the residue was dissolved with ethanol/water (7/3v/
v) mixture at room temperature for 10min. The
samples were assayed by UV-visible spectrophotom-
etry at 280nm. In preliminary experiments, absorb-
ance at 280nm had been shown to depend only on
the concentration of the protein and to be linear up
to 2mg gliadin/ml.!

RA entrapment

RA HPLC analysis

A liquid chromatography (Beckman Instruments)
equipped with a 20 pl sample loop injector was used.
RA was analysed by using a modification of an iso-
cratic procedure previously reported.?® Samples
were chromatographed using a 15cm x 4.6 mm i.d.
stainless-steel column packed with octadecyl silane
C18 (Ultrasphere ODS, 5 um, Beckman) and a flow
rate of 1.8mlmin~!. The mobile phase, filtered
through a 0.45um filter and degassed before use,
consisted of methanol and water containing 10 mM
ammonium acetate (75/25v/v). The column effluent
was monitored using a UV detector set at 350 nm.
RA stock solutions in methanol were refrigerated and
kept in the dark.

Calibration curves were constructed from a meth-
anolic RA stock solution over the range 0.5-60 pg/
ml. The curves were linear and passed through the
origin (2 =0.998, n=6). The repeatability
(variation coefficient) was determinated to be 0.45%
for the RA concentration 60pgml~!. Finally, the
detection limit was calculated to be 0.2 pgml 1.

RA loading

RA-loaded gliadin nanoparticles (1-2mg) were dis-
solved in 10 ml of a methanol/water mixture (7/3v/v)
at room temperature in the dark. The samples were
then assayed for drug content by UV-visible spec-
troscopy at 350nm. Although gliadin molecules did
not interfere, empty nanoparticles were treated in the
same way and used as references for these determi-
nations. Moreover the supernatants obtained from
the two washing steps were analysed by the HPLC
method described above. This technique allowed the
determination of the amount of non-associated RA
with gliadin nanoparticles. The drug loading
(payload) and the entrapment efficiency were calcu-
lated as follows:

100C,
gliadin nanoparticle yield (mg)

Payload (%) = @)
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Table 1 Solubility parameters of the
solvents used

Solvent 5 (MPa'/?)
Water 47.8
Ethylene glycol 32.9
Propylene glycol 30.2
Ethanol 26.5

100C,

©)

Entrapment efficiency (%) = m
1 2

where C, is the amount of RA loaded in the nano-
particles (determined from spectroscopy
experiments), and C, is the amount of free RA (data
from HPLC).

In vitro RA release

About 15mg of gliadin nanoparticles (containing
0.85mg of RA) were suspended in 100 ml of PBS at
pH 7.4. To prevent drug loss due to photo-
degradation during the dissolution study, the experi-
mental assembly was protected from the light. The
medium was maintained at 37°C and stirred at
200rev min~!. Samples of 1 ml were collected at suc-
cessive time intervals, and centrifuged for 15min at
20000revmin~!. These samples were immediately
analysed by HPLC using the procedure described
above, for their RA content (each measurement was
made in triplicate). Finally, in order to avoid possible
thermal RA degradation during the experiments, the
in vitro drug release tests were performed for only
3h.

Solubility parameters

Theory

Hildebrand?! defined the solubility parameter §, cor-
related to the mixing enthalpy for endothermic
simple mixtures. In that case, the miscibility of a
polymer in a solvent is possible if

)

with 1 and 2 meaning solvent and polymer. For clas-
sical solvents, the parameter can be found in the
literature?? and is expressed in (J - cm ™ 3)'? or in
(MPa)'/2,

The solubility parameter d, of a mixture (for
instance, water/ethanol) is determined with the help
of the following relation:

O = ¢0 + ¢'0’ 5)
where 6 and ¢’ are the solubility parameters of
ethanol and water, and ¢ and ¢’ are their volume
fractions (¢ + ¢’ = 1).

This approach is better adapted to non-polar mol-
ecules because their mixing enthalpy values are

330

P2

slightly endothermic. Because gliadin is one of the
non polar proteins, the preceeding relation can be
applied conveniently.

In this study, the protein/water/ethanol mixture is
assumed to be a simple regular mixture. In fact the
protein is very dilute (0.1%).

Preparation of different solubility parameter solutions
According to Hildebrand,?! the solubility parameter
of gliadin can be determined using a panel of sol-
vents or mixtures of them. Logically, the solvent
which best solubilizes gliadin has the same solubility
parameter (04) as this protein.

Different mixtures were prepared with solvents
such as ethylene glycol (EG) or propylene glycol
(PG) and ultra pure water. Table 1 displays the solu-
bility parameters of the solvents used.?? 0.1% gliadin
solutions were prepared in solvent mixtures where dy
ranged between 30.2 and 36.9 MPal/2,

Turbidity

For the determination of its solubility parameter, the
solubility of a compound dissolved in media of dif-
ferent 0, values could be estimated visually from the
homogeneity and transparency of the mixtures. More
accurate estimates can be made by turbidity mea-
surements: the more opaque the solution, the more
attenuated the intensity of the incident beam. The
observed absorption is related to the turbidity v and
to the thickness of the cell /. The measurement is
performed by determining the difference between a
suspension and the pure solvent; then

(Abs)y 4, — (Abs); = 1(tq 4+,.71)
= 14z 6)

where (Abs); = log(I/I,), and subscripts 1 and 2
denote solvent and solute, respectively, in this case
gliadin.

RESULTS AND DISCUSSION
The term gliadin defines a group of proteins
extracted from gluten by 70% ethanol.!® These pro-
teins are polymorphic and can be classified on the
basis of their electrophoretic mobility in the follow-
ing four fractions: a-gliadin molecular mass about
25-35kDa; f-gliadin, 30-35kDa; y-gliadin 35-
40kDa; w-gliadin, 55-70kDa.'® Other character-
istics of these proteins are, (i) their low solubility in
aqueous solution; (ii) the presence of inter-
polypeptide S—S bonds and hydrophobic interactions
which induce protein chains to assume a folded
shape;2® (iii) a high proline content and a very low
proportion of charged amino acids.!®

The method used to prepare gliadin nanoparticles
in this study is based on the desolvatation of macro-
molecules by adding a solvent phase of the protein to
a non-solvent phase (Fig 1).

Gliadin was dissolved in different organic media.!?
The solutions were poured into a physiological saline
phase, followed by the further process steps. The
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nanoparticle diameters depend on the organic
medium. In fact, the smallest particles were produc-
ed with the ethanolic mixture (7/3v/v); their size was
about 500nm.'! The non-solvent phase was always
an aqueous solution containing NaCl 0.9% w/v (in
order to increase the yield of gliadin nanoparticles)
and Synperonic PE/F 68 which inhibited particle
aggregation. It is interesting to note that both water
and ethanol are considered to be safe for the prep-
aration of drugs. Moreover, gliadin nanoparticles
prepared in this way were stable, and further treat-
ment by heat or chemical crosslinking was not neces-
sary to stabilize them. However, some batches have
been hardened, because it is known that the stability
and drug release characteristics can be modulated by
crosslinkage.#

RA-loaded gliadin nanoparticles

All-trans retinoic acid (RA) appears to be involved in
the proliferation and differentiation of epithelial
tissues. These properties make it an attractive agent
for the treatment of skin disorders, such as acne, pso-
riasis, hyperkeratosis, ichthyosis and epithelial
tumours.?* However, several drawbacks and undesir-
able effects have been reported for the currently
available dosage forms (eg teratogenicity).2* One
possibility to overcome these difficulties and attempt
to increase the therapeutic efficacy, consists of the
use of drug delivery systems possessing the capacity
to control drug release. For this purpose micro-
emulsions,?> topical liposomes?® and gliadin
nanoparticles!! have been proposed.

The drug content was measured by spectropho-
tometry after dissolving RA-loaded gliadin nanopar-
ticles in an ethanol/water mixture (7 : 3). These data
correspond to parameter C; in eqns (2) and (3).
Similarly, the amount of non-entrapped RA, which
corresponds to C, in eqn (3), was calculated after
HPLC analysis of the supernatants obtained from
the washing steps. From these results, the payload
was calculated and plotted against the ratio between
the amounts of drug and gliadin used for the prep-
aration of RA-loaded gliadin nanoparticles (Fig 2). It
is clear that the drug content associated with nano-
particles (payload) increases with the concentration
of drug; however, at ratios greater than 90 ugmg !
the stability of RA delivery systems was impaired.

In contrast, the efficiency of RA entrapment
(calculated from eqn 3) was greater than 85% of the
added drug for ratios lower than 60 ugmg 1. Above
this ratio, a significant amount of drug remained free
(about 25% for a ratio of 90 ugmg~1) which was
responsible for the partial loss of physicochemical
stability.

RA release from gliadin nanoparticles

Gliadin nanoparticle formulations were tested for in
vitro release for 3h at 37°C in the absence of light.
The in vitro release profiles give an indication of the
capacity of the delivery system for the controlled
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Figure 2. Influence of the RA/Initial protein ratio on the payload
of RA associated with gliadin nanoparticles.

release of drugs or active molecules. Figure 3 shows
the plot of the data expressed as the cumulative
amounts of RA released from the gliadin nanoparti-
cles as a function of time. RA was released into a
two-step mechanism, characterized by an initial
rapid release followed by a continuous diffusion
process (Fig 3). The first release was found to be
about 20% of the loaded drug and can be related
either to the release of the drug entrapped in the per-
ipheral domains of the nanoparticle matrix?’ or to a
simple desorption of superficial RA, whilst the
second slower period was linear with respect to time
and appeared to be a diffusion phenomenon.?® Fur-
thermore, in this second step, about 20% of the drug
was released by diffusion in 3 h.

Size optimization of gliadin nanoparticles: influence
of the solubility parameter of the protein solvent
phase

The preceeding results show clearly that the gliadin
nanoparticles are able to entrap and to release a lipo-
philic drug such as RA. The size is also a determi-
nant parameter in the optimization of their efficacy
and their bioacceptability.® Indeed the smaller the
nanoparticles, the better their penetration into small
capillary blood vessels.

Precipitation and coacervation can be considered
part of the general area of solubility parameter and
phase equilibria.?® A correlation between the solu-
bility parameter and the particle diameter should
lead to optimization of their size. This correlation
was studied with gliadin in various solvents. In order
to simplify the experiments, the nanoparticles were
not crosslinked and RA and PBS were absent.

Determination of gliadin solubility parameter dg
(Hildebrand’s parameter)

The solubility parameter of gliadin 65, was mea-
sured at 25°C in ethanol/water mixtures of solubility
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Figure 3. /n vitro release of RA from gliadin nanoparticles
(expressed as cumulative release). Gliadin nanoparticles were
prepared from a drug/protein ratio of 60 ungmg=".

parameter &y, in the range 33.9-36 MPa'/2. In Fig 4,
minimum turbidity is observed at 34.5 + 0.5 MPa'/2,
which corresponds to the clearest solution. It can
therefore be accurately concluded that the d value is

34.5 + 0.5 MPa'/?,

Change of nanoparticle size with the process step

This study is based on three different batches of
nanoparticles. Each diameter is a mean value of at
least three measurements by QELS. At the end of
the nanoprecipitation, evaporation and centrifugation
steps, the solutions in which the nanoparticles are
suspended, contain, respectively, 20%, nearly 0%
and 0% ethanol.

Figure 5 shows the variation of nanoparticle size
24 h after desolvatation of one batch of gliadin. The
nanoparticle diameters are plotted versus the solu-
bility parameters Jdy of the initial solvent mixtures
used for nanoprecipitation. The curves show a
minimum diameter of 150nm when §,, corresponds
to the gliadin solubility parameter d for the steps of
nanoprecipitation and evaporation by a rotavapor.
This behaviour is not observed for the centrifugation

Absorbance
1.65 + ot 399.6 nm

1.45 4

8, (MPa'®
1.25 4 — - +— + —
3 345 35 355 36 365
. . % E tOH
I T
65 60 55

Figure 4. Turbidity of gliadin mixtures.
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Figure 5. Size change of gliadin nanoparticles as a function of
the process step 24 h after desolvatation. The polydispersity of
the size distribution is represented by error bars.

step. Compared to the nanoprecipitation and evapo-
ration steps, the nanoparticles size is doubled at .
The nanoparticle size is also doubled between
32.9and 35.0 MPa'/?, A possible explanation could
be the aggregation of the particles by pairing through
the action of the centrifugal force. However, from
36.1 to 37.9 MPal/?, the diameters decrease and the
polydispersity values increase to between 20 and
35%. This different behaviour is not easy to explain:
none of the parameters or experimental conditions
were changed during the experiments.

The size of the nanoparticles obtained was fol-
lowed for 39 days. After 28 days for the nanoprecipi-
tation and evaporation steps, some batches
flocculated, but the nanoparticles obtained with
solvent media close to d; remained in suspension.
The minimum diameter obtained is in the vicinity of
8. The centrifugation study (not shown here?#) has
two effects: it affects the size of the particles after
nanoprecipitation, and influences the temporal shape
of the suspension.

Nanoparticle size at 6 as a function of time

A comparison of the change of the diameter of non-
crosslinked nanoparticles prepared at d4 after nanop-
recipitation and solvent evaporation follows. Figure
6. shows a similarity in the relationship between the

Diameter
(nm)

—o— Nanoprecipitation
—u- Evaporation

400
350 |
300 |
250 +
200 |
150 +
100 1
50 +
0

Time(d)

! | }
T T U

0 10 20 30 40

Figure 6. Size change of gliadin nanoparticles with time after
nanoprecipation and evaporation steps. The polydispersity of the
size distribution is represented by error bars.
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diameter size and time. Nevertheless, after the rota-
vapor stage, which eliminates most ethanol, size
becomes more important than after nanoprecipita-
tion. This is probably correlated to the higher con-
centration of nanoparticles, which are brought closer
to each other and tend to aggregate. It can also be
observed that the difference between the two curves
decreases with time. After 40 days, the size is
approximatively the same as the 24h after the prep-
aration of the nanoparticles. The oscillations are
probably related to degradation processes of the
nanoparticles, which might be worth examining in
future experiments.

CONCLUSIONS

Gliadin nanoparticles can be obtained by using only
environmentally acceptable solvents such as ethanol
and water. Their size, which is one of the determi-
nant characteristics for medical purposes can be opti-
mized by investigating the solubility parameter 6 of
the protein solvent phase: the closer 6 is to the
protein solubility parameter, the smaller the size of
the nanoparticles. Furthermore, these delivery
systems were found to be good carriers for slightly
polar molecules such as RA. In this context, the limit
payload for RA was fixed at 76.4ug drug per mg
nanoparticle, which corresponds to an entrapment
efficiency of about 75% of added RA. RA was rel-
eased in a biphasic way, characterized by an initial
rapid release period (20% of the entrapped drug) fol-
lowed by a continuous and slower release character-
ized by a diffusion process. The nanoparticle size
varies with time, but the mean diameter is almost the
same 40 days after precipitation, which gives a good
indication of their stability.
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Maitrise de la taille de nanoparticules
de gliadines de blé par la détermination
de leur parameétre de solubilité

A.-M. Orecchioni (1), C. Duclairoir (2), E. Nakache (2)

Résumé. Des nanoparticules de gliadines, complexes protéi-
gues issus du gluten de blé, ont été préparées par coacerva-
tion {désolvatation). L'objectif était d'obtenir des systémes
colloidaux dont la taille et I'indice de polydispersité soient les
plus faibles possibles. Le choix du solvant est primordial
d'autant que la solvatation totale permet de controler le pro-
cessus de désolvatation et de maltriser subséquemment la
taille des particules dispersées.

Différents solvants pharmaceutiques ont été essayés. Pour
sélectionner le meilleur, on s'en est remis & une approche
thermodynamique qui repose sur la détermination du para-
metre de solubilité &; du complexe gliadines. Le solvant le
mieux adapté est celui dont le paramétre de solubilité (cal-
culé ou déterminé expérimentalement) est égal & celui des
protéines végétales en question.

Mots-clés : Nanoparticules, Paramétre de solubilité, Glia-
dines, Protéines végétales.

Summary. Gliadins nanoparticles, protein complex from
wheat gluten, were prepared by coacervation (macromolecu-
les desolvatation). The objective was to prepare nanometric
colloidal systems whith both smallest particie size and polidis-
persity index. Macromolecules solvent choice is predominant.
Their total solvatation enables of control the desolvatation pro-
cess and thenge particle sizes.

Different pharmaceutical solvents were assayed. In order te
select the best of them, a thermodynamical approach was
used. It rests on the determination of the solubility parame-
ter 85 of the gliadins complex. The best solvent is the one
whose solubility parameter (calculated or experimentally
determinated) is equal to the plant protein’s.

Key-words: Nanoparticles, Solubility parameter, Gliadins,
Vegetable proteins.

Wheat gliadins nanoparticles size control by determina-
tion of the solubility parameter of these plant proteins
A.-M. Orecchioni, C. Duclairoir, E. Nakache. Ann Pharm Fr 2001,
59 402-406.

Introduction

La mise au point de formes pharmaceutiques et
notamment de suspensions colloidales nanométri-
ques a base de macromolécules naturelles ou syn-

Présentation devant L’ Académie nationale de Pharmacie, séance du
6 décembre 2000.

(1) Laboratoire de Pharmacie galénique et de Biopharmacie,
Université de Rouen, 22, boulevard Gambetta, F 76183 Rouen Cedex.
(2) Groupe Polymeres-Interfaces, LCMT, UMR 6507, ISMRa, 6, bou-
levard du Maréchal Juin, F 14050 Caen Cedex.

Tirés a part : A.M. Orecchioni, a l'adresse ci-dessus.

thétiques requiert la parfaite connaissance des
propriétés physicochimiques de chacun des
composants de la formule. Doivent étre également
connues les interactions des matiéres premieres
entre clles (substances actives et excipients), et, de
maniére plus approfondie, les interactions avec les
solvants, surtout s'il s’agit de formes liquides.
Ainsi, pour ces derniéres, la connaissance des for-
ces de cohésion qui lient entre elles atomes et
molécules de la substance & dissoudre (forces élec-
trostatiques, forces de Van de Waals, liaisons
hydrogene...) devrait permettre de mieux appré-
hender les mécanismes qui régissent leur solubilité
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et, en conséquence, permettre le choix du meilleur
solvant [1].

Dans le présent travail, I’objectif était de mettre
au point de nanoparticules de gliadines tout en
maitrisant parfaitement la taille et l'indice de
polydispersité afin qu'ils soient les plus faibles
possibles. La taille est en effet étroitement liée a
la biodisponibilité. Ainsi, dans le cas, par exem-
ple, de préparations destinées a une application
topique, une importanté surface spécifique favo-
rise les interactions avec la peau et/ou les
muqueuses garantissant un temps de résidence
plus long dans les diverses assises cutanées d'ou
un effet thérapeutique prolongé.

Pour la formulation des suspensions colloidales
de gliadines (protéines issues du gluten de blé),
une méthode classique de coacervation a été
employée. Pratiquement, la technique consiste a
précipiter les protéines en solution par modifica-
tion des propriétés physicochimiques du solvant :
ajout d'un électrolyte, d'un non solvant des
macromolécules, action de I'élévation de la tem-
pérature, modification du pH... Dans une pre-
miere étape, il a donc été nécessaire de rechercher
le solvant le plus apte & permettre la solvatation
totale des gliadines. La deuxiéme étape a consisté
a malftriser la réaction de désolvatation en vue
d’obtenir une précipitation sous forme de nano-
particules et non une précipitation massive sous
forme de gel. Cette démarche s’est appuyée sur
une approche thermodynamique.

Rappels sur la théorie de Hildebrand

L'énergie de cohésion qui permet aux atomes et
aux molécules d’une substance d’étre liés entre
eux peut étre quantifiée de différentes maniéres.
La plus habituelle est la détermination du para-
meétre de solubilité & (Hildebrand et Scott) [2-4]
de ladite substance. Le parametre de solubilité est
une valeur numérique qui permet de caractériser
le pouvoir solvant de différents composés a
I'équilibre. D’aprés la théorie de Hildebrand,
quand deux substances sont mélangées, la cha-
leur de mélange AH, ou enthalpie, est donnée par
la relation :

AH =V, (8, - 8,)% ¢,. ¢, (relation 1)

ol V; = volume total des corps en présence
& = parametre de solubilité

¢ = fraction volumique.

Les indices 1 et 2 correspondent respective-
ment au solvant et au corps a dissoudre.

Le parametre de solubilité de chacun des
composants est défini par la relation :

8 = (AE/V_)*? (relation 2)

ol AE, = variation d’énergie de vaporisation

V,, = volume molaire.

Quand les paramétres de solubilité de deux
substances sont égaux, la relation 1 permet de
prédire qu’elles sont solubles 'une dans l'autre.
1l en résulte donc que, pour que la miscibilité ou
la solubilité soient les meilleures, AH doit avoir
une valeur voisine de zéro. Les valeurs de &
s’expriment en (J/cm?)*® ou en (MPa)®’.

Les parameétres de solubilité de la plupart des
solvants usuels ont été déterminés, soit par calcul,
soit expérimentalement, par différents auteurs
[5, 6]. Ils figurent sur des tableaux auxquels il est
aisé de se référer lorsqu’on souhaite dissoudre un
composé quelconque. Il suffit de chercher dans
une série de solvants de 0 variés celui qui assure
la dissolution totale du produit. Toutefois I'expé-
rimentation a montré qu’il n’est pas toujours pos-
sible de trouver un solvant de méme & que celui
de la substance a mettre en solution. Dans ce cas,
il est possible de faire appel a un mélange de sol-
vants. Le parametre de solubilité 8,, du mélange
est donné par la relation 3.

8M = ¢1' 81 + 0, 62
avecd, +0¢,=1

(relation 3)

Le & du corps a dissoudre correspond alors au
8, du meilleur mélange.

L’application de la théorie de Hildebrand aux
gliadines devrait permettre de déterminer le
parametre de solubilité (&;) de ces dernieres a
I'aide d’une série de solvants pharmaceutiques
utilisés seuls ou en mélange afin de permettre
la solvatation totale de ces protéines et, par
suite, la formulation de suspensions nanopar-
ticulaires.

Matériel et méthodes

Les solutions aqueuses ont été préparées avec de
l'eau ultrapure (Milli Q Plus, Millipore).
Le chlorure de sodium a été fourni par Merck.
L’éthanol absolu (EtOH) provenait de chez
Carlo Erba.
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Le propylene glycol (PG) de pureté supérieure
a 98 % a été fourni par Fluka.

L'éthyléne glycol (EG) de pureté supérieure a
99,5 % a été fourni par Prolabo.

L'agent de surface utilisé pour disperser les
nanoparticules a été du Synperonic® PE/F 68 de
chez ICL

Les gliadines ont été extraites et purifiées au sein
du Laboratoire de Biochimie et Technologie des
protéines de I'INRA de Nantes. Issues du gluten de
blé (variété « Hardi »), elles ont été obtenues par
une méthode générale d’extraction des protéines
qui repose sur les différences de solubilité dans des
solutions alcooliques en présence de sels (NaCl le
plus souvent). Dans le cas particulier de ces pro-
téines végétales, le solvant utilisé a été un mélange
éthanol/eau (70/30 v/v) pour un rapport gluten/
solvant égal a 1/10 p/v. Les gliadines, fraction solu-
ble, représentent 85 % p/p de la fraction protéi-
que. 1l s’agit en fait d'un complexe protéique qui
peut étre subdivisé en quatre groupes (o, B, yet ®
gliadines) selon leur mobilité électrophorétique en
milieu acide, ou en trois groupes (af, v et ® glia-
dines) selon la séquence des acides aminés N-ter-
minaux [7].

Préparation d'une gamme de solvants de
différents parametres de solubilité

Parmi les solvants susceptibles d’assurer la solva-
tation du complexe-gliadines, le choix s’est porté
sur I'éthylene glycol (EG), le propyléne glycol
(PG), I’éthanol (EtOH) et I’eau ultra pure. Leurs
parametres de solubilité respectifs sont reportés
dans le tableau I, les valeurs sont données en

Préparation des nanoparticules de gliadines
par coacervation

Cette méthode est également appelée nanoprécipi-
tation, désolvatation des macromolécules, déplace-
ment de solvant. Elle repose sur le fait que les
gliadines sont insolubles dans l'eau au sein de
laquelle elles précipitent [8-10].

Deux solutions préparées séparément a la tem-
pérature de 25 °C ont été filtrées sur membrane
0,45 pm puis mélangées. '

Une premiere solution, constituée de 20 ml d'un
mélange éthanol/eau de 8, requis et contenant
0,5 % p/v de gliadines a été versée lentement
(2 min) sous agitation magnétique (500 rev/min)
au sein de 40 ml d'une solution aqueuse saline
(NaCl 0,9 % p/v) contenant 0,5 % p/v de Synpe-
ronic®PE/F68. L’'agitation a été encore maintenue
pendant 5 min. La suspension de nanoparticules
ainsi obtenue a été concentrée sous vide (Rotava-
por R-114, Biichi). La suspension nanoparticulaire
a ensuite été purifiée par ultracentrifugation
(15 min a 20 000 rev/m) a la température de 4 °C.
Apres élimination du surnageant, le culot de cen-
trifugation a été remis en suspension dans 2 ml de
surnageant et soumis aux ultrasons afin de disper-
ser les nanoparticules. Les différentes étapes sont
reportées (fig. ).

Phase aqueuse saline
+
Synperonic PE/F68

Gladines
en solution éthanolique

l

Mélange 4 25 °C
sous agitation

(Mpa)®”.
Les solvants ont été utilisés seuls ou en
mélange, la gémme de & s’étalant de 30,2 a 36,9. Nanoprécipitation
La concentration en gliadines dans chacune des
solutions organiques a été de 0,1 % p/v.
|
Evaporation
Tableau I. — Parametres de solubilité des solvants utilisés
(MPa"%).
Solubility parameters of the solvents used (MPa®’).
Centrifugation
Solvants Eau EG PG EtOH !
Figure 1. Préparation des nanoparticules par coacervation.
8 47,8 32,9 30.2 26,5 Nanoparticules preparation by coacervation.
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Tableau II. — Observation de solutions de gliadines a
0,1 % p/v.
Visual observations of 0.1 % w/v gliadins solutions.

& Mpa®’ mélange % Temp. °C Aspect
30,2 PG 100 14,6 trés trouble
30,6 PG/Eau 96/4 14,6 trouble
31,8 PG/Eau 91/9 14,6 trés trouble
32,8 PG/Eau 85/15 14,6 trés trouble
329  EG100 17,2 trouble
33,9 PG/Eau 79/21 14,6 clair
34,2 EG/Eau 91/9 17,2 trés clair
350  PG/Eau 73/27 14,6 wes dair
35,1 EG/Eau 85/15 17,2 “trés clair
36,0 EG/Eau 79/21 17,2 clair
36,9 EG/Eau 73/27 17,2 trouble

Mesure de la taille des nanoparticules par
diffusion quasi élastique de la lumieére
(QELS)

La mesure a été elfectuée sur des suspensions
nanoparticulaires diluées. Des études en microsco-
pie électronique a balayage (résultats non présentés
ici) ont montré que les particules sont sphériques ;
les mesures ont donc été faites a 1'angle de 90°.

Résultats et discussion

Détermination du parametre de solubilité des
gliadines J. par la méthode de Hildebrand

Les solvants utilisés dans cette étude pour la
détermination des parametres de solubilité sont
généralement considérés comme les solvants de
référence.

Dans une premiere approche, l'observation
visuelle des différentes solutions de gliadines a
0,1 % p/v au sein des solvants seuls ou associés
a permis de les classer en fonction de leur aspect
en solutions transparentes ou non. Les résultats
sont reportés dans le tableau II.

11 est ainsi possible de constater que les solu-
tions colloidales les plus claires sont obtenues
pour des valeurs de & comprises entre 33,9 et

36 MPa®. Le paramétre de solubilité §; des glia-
dines devrait donc se situer a 35 + 1 Mpa®’.

En vue de mieux préciser ces observations pré-
liminaires, des études turbidimétriques ont été
effectuées a 25 °C avec des mélanges éthanol-eau
de §,, compris entre 34,0 et 36,1 Mpa®’. Ce couple
de solvants a été choisi car il est utilisé pour la pré-
paration des nanoparticules. Les résultats obtenus
(fig. 2) permettent de déterminer le &, des gliadines
avec précision. Il se situe a une valeur :

8, =34,5%0,5 Mpa®’

“valeur pour laquelle la turbidité est minimum.
Le mélange solvant correspond aux proportions
suivantes : EtOH/H20 62/38.

Mesure de la taille
des nanoparticules par QELS

Les mesures ont été faites sur trois lots différents.
Chaque résultat est la moyenne de trois mesures.
Ces demnieres ont été effectuées aux différentes éta-

-pes de la réaction de nanoprécipitation. Aussitdt

aprés que cette derniére se soit produite, apres éva-

poration et apres centrifugation, les résultats sont

reportés sur la fig. 3.

Les observations suivantes peuvent étre faites
lorsque sont reportés sur un graphe-les diametres
nanoparticulaires en fonction des parameétres de
solubilité des solvants du complexe gliadines :

— le diameétre des nanoparticules présente une
valeur minimum de 150 nm lorsque le parametre
de solubilité §,, du mélange correspond au parame-
tre de solubilité §, des gliadines ;

— ce minimum est observé aux deux étapes du
processus de coacervation : nanoprécipitation ins-
tantanée et évaporation avec un faible indice de
polydispersité ;

Densité 1%
opfique [ Densité optique ’
1,65 T I < 4399,6 nm /.
| iy | |
s
]
. /
1,45 - o
4\~/ |
&y (MPA'R)
1,25 f f f
33,5 34 34,5 35 35,5 36

Figure 2. Turbidité des solutions de gliadines.
Turbidity of gliadins solutions.
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Diameétre
(nm)

500 ——
400 ——
300 4 '
200 L LA
100 -
54 (MPA12)
| | | | ! |
o T T T T T —
a2 as 34 35 36 37 a8

| —= Nanoprécipitation —o—Rotavapor —_— Cemrifugalion}

Figure 3. Evolution de la taille des nanoparticules en fonc-
tion de I'étape du processus 24 h. aprés nanoprécipitation.
Size evolution of gliadins nanoparticles as a function of the process
step 24 h. after desolvatation.

— la courbe correspondant a I’étape de centrifu-
gation ne présente pas le méme profil que les deux
précédentes. Si un minimum est observable pour la
valeur 8, = &, la taille est toutefois le double de cel-
les observées pour les autres étapes (300 nm envi-
ron). Cette taille est également le double pour des
valeurs de 6,, comprises entre 32,9 et 35,0 Mpa®’.
Cela pourrait étre di a l’action des forces de centri-
fugation qui provoquerait la formation d’agrégats.
Nous ne pouvons cependant pas expliquer pour-
quoi la taille diminue tandis que l'indice de polydis-
persité augmente pour des valeurs de §,, comprises
entre 36,1 et 37,9 MPa®* ;

— le suivi de I'évaluation des tailles au cours du
temps (suivi sur 39 jours, non montré ici) a permis
de constater que, bien que quelques lots aient flo-
culé, les tailles des particules restées en suspension
dans un mélange solvant de §,, = 8, ont conservé
une valeur minimale.

Conclusion

La détermination du parameétre de solubilité des
gliadines a permis de maitriser la taille des nanopar-
ticules obtenues par le processus de coacervation.
Ainsi, lorsque le complexe protéique est solvaté
dans un « bon solvant », dont le paramétre de solu-
bilité est égal a celui des protéines, la taille des vec-
teurs nanoparticulaires obtenus est minimale
quelles que soient les conditions d’extraction et de
purification du matériau macromoléculaire. Si tou-

tefois cette taille est sous la dépendance de certaines
étapes du processus de fabrication, il n’en reste pas
moins qu’elle passe par un minimum, et que celui-
c se maintient au cours du stockage, ce qui est de
bon augure pour ce qui est de la stabilité du systéme
colloidal. Celui-ci pourrait d‘ailleurs étre « figé » par
cryodessiccation sans inconvénients majeurs puis-
que la suspension nanoparticulaire est obtenue en
milieu aqueux. Des études sont actuellement en
cours au sein du laboratoire pour l'encapsulation de
diverses substances actives en vue d’applications
dermatologiques des vecteurs ainsi obtenus.
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a-Tocopherol, or vitamin E (VE), is widely used as a strong antioxidant in
many medical and cosmetic applications, but is rapidly degraded, because of its
light, heat and oxygen sensitivity. Thus, all of its formulation has to avoid
contact with light, heat or air. Drug loaded carriers are an attractive
opportunity, especially if they are made for bioacceptable macromolecules
such as vegetal proteins. For instance, gliadins, extracted from wheat gluten,
generate nanoparticles by a desolvatation method and may interact with
epidermal keratin for therapeutic or cosmetic formulations. Their lipophilic
drug loading capacities have been investigated. The VE loaded gliadin
nanoparticles have been characterized by their size, by their zeta potential, by
their VE payload, and by their entrapment efficiency. When VE loaded, the
gliadin particle size is ~900nm and their charge is close to zero. They are
suitable VE drug carriers with an optimum encapsulation rate ~100 VE pg/
gliadin mg with an efficiency of more than 77%. The release behaviour of VE
loaded nanoparticles may be interpreted as a ‘burst effect’, followed by a
diffusion process through an homogeneous sphere.

Keywords: Vitamin E, gliadins, nanoparticles, desolvation method, release.

Introduction

a-Tocopherol (vitamin E) (VE) is known to act as a strong antioxidant or
nitrosamine blocker to prevent the build up of cellular peroxides (Idson 1992,
Marty and Wepierre 1994). The exposure to free oxygen species induces a rise in
lipid peroxidation which may cause injury at different sites of the body. For
instance, the action of free radicals produced by a variety of environmental stresses
(among them sun exposure) may promote cataratogenesis (T'revithick et al. 1992),
cardiovascular disease due to the toxicity of lipid peroxides towards endothelial
cells of the blood vessels (Kaneko et al. 1991), or skin damage such as premature
skin ageing (Epstein 1983), skin fragility, and even skin cancers (melanoma or
others) (Sober 1987) related to a decrease in cellular immunity of the skin. VE
appears to be one of the strongest free radical scavengers by its action as a chain
breaking antioxidant in membranes (Tappel 1962), preventing acute or chronic
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damage (Kligman and Kligman 1986). When applied on the skin, this drug has
been found to be active in reducing cell membrane phospholipid peroxidation
(Burton and Ingold 1986). Besides these biological activities, VE also exerts
cosmetic functions; notably, it helps delay the progression of ageing (Wester and
Maibach 1997) and possesses a skin moisturizing power (Mayer et al. 1993) and
emolliency (Marty 1998, Tamburic et al. 1999). VE is naturally present in the skin
and can ensure a natural protection against UV light damage (Fuchs et al. 1989).
Its absorbance spectrum is maximum at 295nm and extends into the solar
spectrum: VE itself may absorb solar UV light and become itself a free radical,
the tocopheroxyl radical (Kagan et al. 1992). It is well known that reductive
antioxidants such as vitamin C can promote the recycling of VE (Kagan et al.
1992), but this mechanism depletes other antioxidants enhancing light-induced
oxidative damages (Kagan et al. 1992). The consequent observation is that VE may
act in two opposite manners : as a peroxyl radical scavenger and as an endogenous
photosensitizer. Nevertheless, in spite of these unwanted drawbacks, VE had been
proved eflective against malignancies and is widely used as a potent free radical
scavenger.

However, VE is degraded by oxygen and must be carefully protected from
light, heat and prolonged contact with air for dosage forms. To overcome these
inconveniences liposome dosage forms were formulated (Kagan et al. 1992, Koga
and Terao 1996). Another interesting system for controlled drug release could be
nanoparticulate carriers from bioacceptable macromolecules. It is for this reason
that vegetal protein fractions have been chosen from wheat gluten, i.e. gliadins. In
pervious works (Ezpeleta et al. 1996), it has been shown the value of using such
vegetal materials, particularly because they can incorporate a wide variety of
lipophilic substances. Moreover, gliadins possess the ability to interact with
epidermal keratin due to their richness in proline (Tegila and Secchi 1994).

Materials and methods
Materials

a-Tocopherol (VE) was obtained from Sigma Chemical Co (St Louis, Mo,
USA). Synperonic® PEF 68 was furnished by ICI Surfactant (Cleveland, UK).
All the aqueous solutions were prepared with ultrapure water (Milli Q Plus,
Millipore, Molsheim, France). Solvents and other chemicals were of analytical
grade and obtained from Prolabo (Paris, France).

Gliadin extraction and purification

Gliadins were extracted from a common wheat flour (Hardi variety) Larré et al.
1991). Briefly, gluten was freeze dried, ground in a refrigerated grinder and
defatted by two extractions with dichloromethane (gluten/solvent ratio : 1/10)
for 2h at 20°C. After filtration and residual solvent evaporation under reduced
pressure, samples of dried powder were stored in an ethanol/water mixture (70/30
V/V) for 4h at 20°C. The soluble fractions were then dialysed against distilled

water and finally freeze dried.
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Preparation of VE loaded gliadin nanoparticles

The gliadin nanoparticles were prepared by a desolvation method described
elsewhere (Duclairoir et al. 1999). The nanoparticle procedure was performed
under a flow of nitrogen in the dark, in order to avoid VE degradation. Proteins
were solubilized in an ethanol/water mixture (62/38 v/v) at 25 °C, and the resulting
solution filtered through a 0.1 pm pore-sized membrane. Various amounts of VE
in ethanolic solutions were added to the gliadin solution. Nanoparticle formation
occurred when 20mL of this solution was poured into a 0.9% w/v NaCl/water
solution containing Synperonic® PE/F 68 (0.5% v/v) as a stabilizer at 25°C with
stirring (500 rpm). The organic solvent was evaporated under reduced pressure,
and the resulting suspension was centrifuged (20000 rpm, 15 min). The super-
natant was removed and, after three washes in ultra pure water, the loaded pellets
were freeze dried and stored at 4 °C in the dark.

Physicochemical characterization of the nanoparticles

The yield of gliadin transformed into particles was analysed by measuring the
gliadin amount in the supernatant after the first centrifugation. The samples were
analysed in a Perkin-Elmer Lambda 8 spectrophotometer at 25 °C at 278 nm.

The size was characterized by a Malvern Mastersizer (Malvern, Worcester-
shire, UK) and by scanning electron microscopy (Jeol, T'330A, Japan).

The surface properties of gliadin nanoparticles, loaded and non-loaded, were
analysed by determining their zeta potential in a unimillimolar KNOj solution at
room temperature. The nanoparticles were observed in very dilute conditions by a
Sephy Zetaphorimeter III (Sephy, Limours, France).

VE loading

About 1 mg of gliadin nanoparticles containing different amounts of VE mg/
gliadin g was digested in 10 mL of the ethanol/water mixture (62/38 v/v) at 25 °C in
the dark. The drug content C; was assayed by High Performance Liquid
Chromatography-Reverse Phase (HPLLC-RP) at room temperature using a photo-
diode array detector (Waters 600, Millenium?3? software, Waters, Milford, USA) at
295nm and a 250 X 3 mm Nucleosil® 100-5, packed with Cig column (Macherey
Nagel, Duren, Germany).

Non-encapsulated VE remaining in the supernatant after the first centrifuga-
tion C, was measured by HPLC. From these data, the drug loading (payload) was
calculated as the ratio of amount of entrapped drug in nanoparticles (mg) Cy/
gliadin nanoparticles yield (mg), i.e.:

Ci(mg)
gliadin nanoparticles yield

Payload (%) = 100 (1)

and the entrapment efficiency was calculated as the ratio between the VE amount
in particles and the initial drug content (C1 + Cz), i.e.:

Cilamount of VE in nanoparticles (mg)]
(Cy + C;) [initial drug content (mg)]
P4

Entrapment efficiency =

%100 (2)
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Figure 1. Homemade release cell.
In vitro drug release

About 1 mg of gliadin nanoparticles containing 102.7 VE mg/gliadin mg were
suspended in 10 mL of decane under stirring, under nitrogen and in the dark, in
order to prevent drug loss. The medium was then maintained at 25°C in a
homemade release cell, represented in figure 1.

This original cell is a double shell leading to efficient thermostating and an
access allowing easy collecting of aliquots (100 pl.) free of nanoparticles by
filtration by a 0.1 pm pore sized membrane. After each sample collection at
successive time intervals, an equal amount of decane was introduced into the
medium. Thus, during the whole release, the nanoparticle concentration remained
unchanged. The amount of released drug was evaluated by HPL.C, as previously
described.

Results
Gliadin nanoparticle characterization

Gliadins, wheat gluten proteins, precipitate into nanoparticles by the desolva-
tion method known as ‘nanoprecipitation’ (Fessi et al. 1986, Stainmesse et al. 1995,
Alonso 1996), coacervation, solvent displacement or drawing-out phenomenon
(Mersmann 1994). At least 90% of gliadins were transformed into nanoparticles.

These particles, loaded or non-loaded, are spherical, as shown in figure 2 by
scanning electron microscopy. The mean diameter of VE nanoparticles is 900 nm
by laser granulometry. The zeta potential of loaded and non-loaded nanoparticles

is essentially zero.
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Figure 2. Freeze dried VE loaded gliadin nanoparticles by SEM.

VE encapsulation study

Payload and entrapment efficiency are dependent on the drug/initial protein
ratio. The payload encapsulated (drug/initial drug amount) increases from 0 to
40% and the efficiency of encapsulation (drug/initial drug content) decreases from
65 to 100%. Figure 3 represents the payload and the efficiency versus the ratio VE/
gliadins amount. The best compromise of these two parameters is obtained for 972
VE pg/gliadin mg, with an efficiency of 79.2%. (figure 3).

VE in vitro release study

Gliadin nanoparticles were tested for in vitro release for 100h at 25 °C under
nitrogen in the dark. During the experimental period, no VE or particle degrada-
tion was observed. Figure 4 shows the plot of the amount of VE released from the
carrier as a function of time. It can be observed that VE is released in a bistep way,
characterized by an initial rapid release (under 1h) which can be attributed to the
release of the encapsulated or adsorbed drug in the superficial external zone of the
spheres.

The second releasing period shows a dependency on time and is related to the
drug diffusivity inside the matrix system, the surface area and, of course, the drug
content.

During the first period, both VE and surfactant (Synperonic" PE/F68) are
released in the medium because of their weak affinity for the gliadins. As soon as

the nanoparticles are suspended in decane, both VE and Synperonic” PE/F68 are
P4
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Figure 4. VE release in decane from 102.7 VE pg/protein mg loaded nanoparticles at 25°C.

released. The surfactant concentration may be high in the vicinity of nanoparticles,
and micelles may form. These micelles are able then to subsidize a part of the
released VE, playing the role of drug-reservoirs. This should explain the fall in VE
concentration observed.

During the second part, both VE and surfactant continue to be released into the

medium.

In order to explain this release profile, some analytical models have been

applied (Washington 1996). The particles are spherical and, assuming that the
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drug is uniformly distributed inside the carrier and that these latter remained
undegraded during the experimental period, then if M, is the amount of released
drug at ¢ time, and (1 — M,/MO) the released amount, the following relation can be
written:

M, 6 |1 ) 2
—0 =1- 7_[_2 ngzl {Zexp(—n m T)J (3)
where 7 is given by the relation:
Dt
T :ﬁ (4)

with D the diffusion coeflicient of the drug in the particle and R the particle radius.
This relation can be simplified for the first release period:

. = % (5)

For the second period, this relation becomes, for longer release times:

M, T

The release has been fitted to this model for the first release period and for
longer times. The values of the correlation coefficient, #*, are 0.73 and 0.90.
Obviously, the model for the first release does not describe the experimental data.
This underestimates the fast release of adsorbed drug on the particle surface and in
the region close to it, usually called the ‘burst effect’.

In conclusion, by the desolvation method, gliadin nanoparticles are obtained
with a mean diameter of 900nm and essentially uncharged. These gliadin
nanoparticles are suitable vitamin E drug release carriers, with an optimum
payload of 972 drug pg/protein mg with an entrapment efficiency of at least 77%
of vitamin E. Their in vitro release consists of two periods: a ‘burst effect’ and a
slower diffusion process.
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This article evaluates several techniques for measuring nanoparticle size
in suspension. The direct techniques measure the nanoparticle size by
electron microscopy. However, with this technique, the particles must be
observed dry, except in the case of environmental microscopy, and their
distribution is calculated by performing image analysis. Other indirect
methods, based on measurements of intensity fluctuations allow size
measurement but these methods are dependent on sample preparation
(concentration, polydispersity, etc.). Two types of materials are char-
acterized and discussed herein: model polystyrene latex particles used for
size standardization in several devices and polydisperse wheat protein
nanoparticles prepared in our laboratory. Our results show that no size
characterization method is totally universal and absolute. Coupling at
least two different methods allows for more rigorous size characteriza-
tion.
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Nowadays, polymer colloids are of great interest in many fields: drug
vectorization, agrochemistry, varnishes, paints, inks, and so on. Their
industrial use is related to their efficiency, which is a function of several
parameters: their particle size, surface properties, loading capacity, and
release capacity. In pharmaceutical applications, for instance, sub-
micronic vectors such as drug loaded polymer nanoparticles have to
reach the extremity of the smallest blood capillaries, whose diameter is
about 4 um. Their small sizes are therefore obviously of great importance.

Numerous techniques have been used to characterize colloids, but their
applications may be limited by theoretical considerations or by experi-
mental limitations. The purpose of this article is, first, to review some size
characterization techniques used to characterize nano- or microparticles.
Some techniques (light scattering, laser granulometry, electron micro-
scopy) will be described extensively. This presentation will also discuss, in
a less systematic way, the applications of the Coulter counter, ultrasonic
or confocal microscopy, and sedimentation techniques. Second, we will
illustrate some of these techniques by analyzing data on very dilute sus-
pension of standard latexes and plant protein nanoparticles'', studied in
our laboratory. Both theoretical background and practical applications
will be discussed here. Usually nanoparticles are formed from synthetic
polymers, but they may also be formed from animal proteins. The
nanoparticles studied herein are biocompatible, biodegradable, and,
contrarily to animal proteins, they are free from prions.

The sample polydispersity is also a very important parameter, but it
can be hard to estimate. We will discuss here how to overcome this
difficulty.

REVIEW OF NANOPARTICLES SIZE
CHARACTERIZATION TECHNIQUES
IN AQUEOUS SUSPENSIONS

Methods for measuring nanoparticle size may be divided into two
categories: nondestructive methods and destructive methods. These
methods may also be categorized according to practical advantages and
disadvantages, such as limitations on size range, etc.

Nondestructive Methods

The nondestructive techniques allow the study of particles in an
aqueous medium, which may or may not be diluted. For easy size
characterization, the sample must be either monomodal (a unique size
distribution) or multimodal (several size classes) with a limited poly-
dispersity (narrow size distribution).
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Light Scattering

Light scattering (LS) requires the use of highly diluted samples in
order to avoid multiple scattering. The Farticles in suspension are sub-
jected to Brownian motion and scatter’” the monochromatic incident
light (wavelength 1) in the diffusion volume shown in Figure 1P, In order
to avoid particle interactions, the sample has to be highly diluted with the
continuous phase of the suspension. In such an ideal case without any
particle interactions, the intensity fluctuations are collected by a photo-
detector. The data may be treated in two ways:

e Data averaged over a period of time: so-called dynamic light scattering
(SLS)

e Time dependent acquisition: so-called dynamic light scattering (DLS)
and then fitted by theoretical models

When a size determination is carried out by LS, it can be difficult to
choose the best algorithm to use for the interpretation of the data. These
algorithms will be discussed in the sample studies section. Nowadays, any
LS apparatus gives a size evaluation, but care must taken to assure
proper data interpretation. Rayleigh!®!, considering time-averaged scat-
tering of isolated spherical scatterers, treated the simplest case. Rayleigh
scattering only applies to particles smaller than 1/20[5]. When particles
are larger than about 4/20, the method commonly called SLS gives the
radius of gyration, the molecular weight and the second virial coefficient

:}'L Incident ray
i

Monochromatic
source

Scattering
intensity, [(6)

FIGURE 1 Light scattering device (courtesy of Oxford University Press™).
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of the g)olymer. By a more complex approach, Rayleigh—-Gans—Debye
theoryl® 7 investigates particles in interaction in a diluted medium. Sizes
up to 4/2 can be measured. The usual incident light is a red or green laser
(/ is less than 640 nm), so the biggest observed size is about 300 nm®.

DLS is a broadly applied size characterization technique, also known
as photon correlation spectroscopy (PCS) or quasi-elastic light scattering
(QELS). By this technique, the intensity fluctuations are fitted, with the
help of a correlator, by an autocorrelation function G, as a function of
time (Eq. 1).

G (1) = exp(—Dq*1) (1)

with D the translational diffusion coefficient, n solvent refractive index,
and /4 the wavelength of the incident beam. The wave vector ¢ is given by

g=""sin (g) )

with 6 the observation scattering angle and » the refractive index of the
medium. Different algorithms or theoretical models can be used for data
treatment and by Stokes law and Einstein’s equation of Brownian
motion, they can yield the diffusion coefficient D and, consequently, the
hydrodynamic radius R; (radius of sphere having the same diffusion
coefficient as the polymer) as given in Equation 3.

kT
- 6myD

3)

Rh

with k the Boltzman constant, T the absolute temperature, and # the
sample viscosity. No calibration is needed, and the measured value is
absolute. For spherical particles smaller than 1/2, a single measurement
at 90° is sufficient, although for polydisperse materials angular depen-
dence on the measured D values may be observed.

In the two LS methods, plots of the particle diameter versus the size
distribution are generated as shown later in the sample studies. These two
approaches do not take into account the angular dependency of the
intensity fluctuations, even if they are accumulated at different angles
between 30° and 150°. For larger particles, which are bigger than A,
the intensity fluctuations depend dramatically on the observation angle.
The Mie theory™®, based on refractive index fluctuations, covers up this
angular dependence and gives the closest size classes to the real size
distribution. The two LS approaches diverge from each other for particle
size greater than 350 nm (i.e., 1/2) and the differences increase dramati-
cally. For instance, for a same relative scattering intensity at 90°, the
displacement could reach more than 100 nm for submicronic particles.
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The Mie theory allows the observation of particles of, at least, a few
micrometers.
The DLS drawbacks are as follows:

e Several angle acquisitions are necessary, except for spherical particles.
In that case, acquisition at a single angle of 90° is enough.

e The preparative conditions must avoid any pollutant such as oil on the
glassware or ambient dust during experiments and even before. The
glassware has to be cleaned carefully with sulfochromide or surfactant
mixtures and solvents have to be filtered.

e The sample has to be very diluted, which may provoke a dilution
shock. A slightly blue coloration appears for very diluted suspensions
of particles smaller than the light wavelength.

e Numerous algorithms are necessary to interpret light fluctuations and
to discriminate their various meanings.

e The proportions of the different size classes are related to peak areas,
and, due to theoretical assumptions, they could diverge from reality.

Laser Granulometry

Laser granulometry is based on light diffraction by a beam whose 4 is
smaller than the particle size. The particle refractive index must be dif-
ferent from that of the aqueous medium. A concentric annular detector
at small angles collects the diffracted light. The difference between the
refractive indexes of the particles and the medium leads to the particle
size. The study of the intensity fluctuations allows measurements of the
size distribution, X(d), as given by Eq. (4) with the help of Mie theory™

zoc: 2n+1)/ + 1)|{a,m,(cos 0) + b,t,(cos )}

<ap 4)

where 7, and 1, are related to Legendre polynomials as given in Egs. (54)
and (5b)

7.(cos 0) = PV (cos 0)/sin 0 (5a)
and
pin
7,(cos @) = 70 (P, (cos0)) (5b)

and a, and b, are dependent on the particle size, d, and on the relative
refractive index of the particles to their medium, m1, as shown in Egs. (6a)
and (6b).

an = {¥n(0) ¥ (B) = m¥u(B)¥n(e)}{Cu(2)ln(B) — mEy(B)Cu(®)}  (6a)
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by = {mW, (@) Vu(B) = n(B) V(o) } {mCn(2)Cu(B) = CLu(B)Eu(e)}  (6D)

with « = 2nd/A and f§ = ma and ¥ Ricatti-Bessel functions and { Hankel
functions.

A lens with a focal length of 45 um situated between the incident beam
and the sample cell, as shown on Figure 2, allows the observation of
particles between 0.1 and 80 um and a lens with a focal length of 100 pm
positioned after the sample cell and before the detector, as represented in
Figure 3, characterizes sizes from 0.5 to 170 um. Thus different optical
systems allow the measurement of different size ranges.

Laser granulometry requires some caution during sample preparation:

e Elimination of dust (glassware cleaning, filtered solvents, etc.)

e Use of the ideal sample concentration, which is often a balance
between a limited sample quantity and systematic dilution. This
dilution may disturb particle stability. Usually, prior to the measure,
a concentration test is done by the estimation of an obscuration factor
of the suspension.

e Prevention of possible gas bubbles during the stirring or ultrasonica-
tion of the sample

Reverse Fourier Optics

Focal length = 45mm
45mm - 4.y posilion motors
expanded 1
laser Size range : 0.1 - 80Lm
bezm T [ detector

! 2
2 position
‘A T molor

E_jaL I I
lens position 1
cell

FIGURE 2 Laser granulometry device: 45mm lens focal (courtesy of Malvern
Instrument Limited).
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Normal Fourier Optics
Focal length = 100mm

molor
~ l?‘ﬂ foonn Size renge : 0.5 - 170Um
1 delector
laser motar
I M !
cell e

FIGURE 3 Laser granulometry device: 100 mm focal lens (courtesy of Malvern
Instrument Limited).

The resulting plot is similar to the plot generated in DLS: size
distribution vs. volume-average diameters.

Coulter Counter

Largely used by the paint and pharmaceutical industries, this method
is an electronic size measuring technique. It is based on the Coulter
principle!® of allowing the dispersion to flow through a narrow aperture,
where particles cause a change in the conductivity of the medium (see
Figure 4). This conductivity variation, R, is a function of particle dia-
meter, d, and its volume, V, as shown in Eq. (7).

£(0-)
A2 )
R=—2" " (7)
- (1-2)4
) A
with A4 the aperture section, r, the electrolyte resistivity, r, particle
resistivity. This method is not very sensitive to submicron sized particles.

This instrument was one of the first particle size instruments on the
market and it is simple and quick to use.
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FIGURE 4 Scheme of Coulter counter apparatus (courtesy of Micromeritics).

The drawbacks are encountered in the following:

e The sample preparation must be without pollutant (i.e., oil on the
glassware or ambient dust).

e The difference in the conductivity between particles and the medium
has to be significant. The ideal case consists of a conducting medium
with a nonconducting particle.

Ultrasonic Spectroscopy

Since the beginning of the 1990s, vesicle and polymer particle dia-
meters have been measured by ultrasonic velocity!'”. In the emulsion
domain, this technique is very common and facilitates size investigation
from 10nm to 1,000 um. For high frequencies (i.e., study of large
particles), the ultrasound can be destructive, so this method should be
used with caution. This is especially the case for fragile objects such as
vesicles or emulsions.
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The main advantage of this technique is its application to concentrated
particle suspensions. Caution has to be observed in preparing samples
without gas bubbles, which may disturb ultrasonic wave displacement.

Confocal Microscopy

Confocal fluorescent microscopy!'! involves the study of labeled core
particles. It can be easily achieved with the help of fluorescent markers
for polymerized particles. In confocal microscopy, all objects out of focus
are suppressed from image formation. The minimum measured size is
200 nm. Three-dimensional representations can be built up from two-
dimensional image analyses.

By such microscopy, very small quantities, even of polydisperse sam-
ples, can be observed. This technique also generates very high quality
reflected images in brightfield. The disadvantages are necessary fluor-
escent core and matching solvent in order to reduce light scattering.

Environmental Microscopy

This most recent technique is based on scanning electronic micro-
scopy, but the aqueous environment of the particles is preserved (no need
to dry sample). Performing measurements involves exposing a drop of the
solution sample to an electron beam with a pressure gradient in the
specimen chamber, as shown in Figure 5!"2. This allows a sufficient
sample hydration instead of the high vacuum required in traditional
electronical microscopies. Following irradiation, the sample emits sec-
ondary electrons collected by a detector, as shown in Figure 6. Their
topography is observed in the sample micrograph. Recent work has
shown that by minimizing the electron beam path through the vapor and
by working at the lowest acceptable pressure, remote electron scatterin,
and artifact X-ray production can be reduced to an acceptable level'*.
This technique is suitable for characterizing polydisperse sample.

Sedimentation

The theory and practice of free sedimentation are ruled by the well-
known Stokes law. Free sedimentation means that a particle sediments
in a manner independent of the neighboring particlesl®l. The heavier the
particle is, the shorter the sedimentation time is.

Traditional sedimentation. Gravity-induced sedimentation is too slow
with submicronic objects. In fact, Brownian motion for such particles is
very important and disturbs the sedimentation kinetics. As a con-
sequence, centrifugation and ultracentrifugation are employed.

Centrifugation and ultracentrifugation. These methods separate parti-
cles into size classes by sedimentation resulting from the earth’s gravity
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Gun chamber

Anode aperture O] J

Column lining

l M e Projection apertures
2

Upper pressure } -«—+—— Calumn isolation

limiting aperture valve
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Pressure Pressure
range zone
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FIGURE 5 Environmental scanning, electronical microscopy apparatus (cour-
tesy of Elsevier Science Editors!!?).

and centrifugal acceleration. An optical system is generally used to detect
the displacement of the sedimentation front. The centrifugal speed is
less than 10,000 rpm for centrifugation. The minimum particle size is
250 nm'®. With ultracentrifugation, for inorganic particles, the accessible
size can be as small as a few nanometers!'*.
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ELECTRON
BEAM
SECONDARY Wy
ELECTRONS N\
SAMPLE
TRANSMITTED

ELECTRONS

FIGURE 6 Sample submitting to an electronic beam.

The drawbacks are as follows:

e Nonspherical particles require a more complex treatment.

e Hard particles are required because of strength of the centrifugal field,
which may deform soft particles.

e Finding an adequate optical system, particularly in the case of turbid
suspensions.

e Several dilutions may be necessary in order to avoid particle inter-
actions. Optimal concentration up to 1% (v/v) is usually obtained®!.

1. Destructive Methods

With destructive methods the particles are removed from the aqueous
environment.

Electron Microscopy

Electron microscopy!'” is a common name for several techniques

where the sample is submitted to an electron beam of modulated power.
In the observation chamber the pressure conditions are strictly con-
trolled, and most measurements are performed under vacuum. A scan-
ning electron microscopy (SEM) micrograph is a topography of the
intensity of the secondary electrons. For transmission electron micro-
scopy (TEM), the intensity of the transmitted electrons is collected
(see Figure 6). The size range and resolution of these techniques are
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dependent on the beam power. For example, 20kV is enough to observe
submicronic particles with a resolution of 50 nm.The sample preparation
is specific to each technique. By these methods, an image of the particles
themselves is obtained. A mean size characterization requires an image
analysis, which must be more elaborate if the sample is polydisperse. In
the latter case, the mean diameter is normally calculated as a number-
averaged diameter. One has to be aware that the electron beam can fuse
particles, such as polymer gels.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

The “dried” sample is submitted to an electron beam and the topo-
graphy of secondary electron intensity leads to particle size evaluation.
The smallest observed particles are about 200nm. The preparation
method of the “dried” sample leads to the distinction between classical
and cryofracture methods.

In the classical case, the aqueous sample is placed on a sample-support
and evaporated under vacuum before covering it with colloidal metal. In
cryofracture SEC, the aqueous sample is frozen by immersion in liquid
nitrogen prior to fracturing. It is then submitting to a gentle cleaning of
the fracture plane surface. The ice quality is of great importance; it has to
be amorphous to form the best replica of the surface.

Platinum, then carbon are deposited in order to obtain a rigid and
SEM observable replica.

Cryofracture TEM

Several preparation methods may be employed depending on the
nature of the sample.

e Small drops of the sample are projected onto a cryogenically cooled
metal surface and mechanically fractured afterward. A replica is formed
by metal vapor deposition and then submitted to the electron beam.

e A thin layer of the sample is frozen and then submitted to the electron
beam. The transmitted electrons are collected to evaluate their intensity
topography. The sample is frozen so rapidly that amorphous and
transparent ice is formed.

Scanning Tunneling Microscopy (STM) and Atomic Force
Microscopy (AFM)

The “hydrated” and slightly conductive sample, where the solvent is
not completely evaporated, can be studied with the help of a sharp metal
tip bound to a piezoelectric crystal.

For STM!3), the sample surface has to be conducting or metallized. A
voltage increase of the piezocrystal moves the tip to a distance where a
tunneling current is detected. For AFM!), the tip scans over the surface
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and its deflections are detected by a laser system on its backside. The size
resolution is less than one nanometer. The main disadvantage is that the
tip cannot scan convex topology. In this case, tapping (push and pull
STM) may be used, which allows measurements of diameters.

Let us now give some examples of experimental measurements in order
to illustrate some of these techniques and how to choose the appropriate
one.

STUDY OF AN IDEAL SAMPLE: LATEXES

The first example is a standard sample of calibrated polystyrene
nanoparticles, provided by Interfacial Dynamics Corp. (Portland, Ore-
gon, USA). The number-average diameter was given as 310 (£ 10)nm
(based upon TEM). This ideal suspension was characterized by three
techniques: DLS, laser granulometry, and SEM.

DLS Study

The complete DLS study was performed on a SEMATech photo-
goniometer (Nice, France) with the help of a Malvern 7032CN correlator
(Malvern, Worcestershire, UK). The Malvern software PCS 1.32 was
used to analyze the data. As stated earlier, the sample preparation has to
be done with caution (no dust, contaminants, or multiple scattering).

For each sample, at least five acquisitions of ten sub-runs were made.
The software for each subacquisition checks off the measurement quality
for each mathematical treatment (monomodal-cumulants, Contin
described later). The intensity ratio suspension/solvent has to be more
than ten. In our case, it is fifty times larger.

The correlator gives results that are highly dependent on the chosen
algorithm (i.e., a mathematical model) and the different theoretical
approaches: monomodal-cumulants, Contin, non-negatively constrained
least squared (NNLS), inverse Laplace transformation (ILT), and so on.
Several such methods are described in the literature, especially in an
exhaustive review by Stepanek!'®. Here, monomodal-cumulants and
Contin treatments are presented, since they are the most used routine
algorithms.

Each algorithm induces some assumptions about the sample compo-
sition and its polydispersity. The monomodal algorithm assumes nothing
about the distribution. It consists in fitting a polynomial to the log
of the normalized correlation function. Contin mode, developed by
the Provencher team!'”) analyses the correlation through an inverse
transformation. Its consists in adding a constraint—the regulariser—to
an ordinary least-squares criteria for achieving the best fit. This mode is
convenient for several populations. An automatic mode exists, which is a
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combination of monomodal and Contin mode with a priority to the
monomodal.

In Table I various averaged diameters obtained by different analysis
are compiled.

Three average diameters can be obtained:

e Intensity-average, d;, (also called z-average diameter) calculated by
Sonid]
_
- mdf
i

with #n; the relative particle proportion in the corresponding class size d;

e Volume-average, d,, (also called weight-average) is obtained by
assuming that the particles are spherical and multiplying the relative
contribution of each size class d; by the volume corresponding to a
sphere in that size class

d; (8)

> mid}
dy =< 9
X:I’l,‘di3 ( )
e Number-average, d,, obtained with the help of
> nid;
dy = -1 1
S (10)

In the case of particle diameters larger than A, a part of the light is
adsorbed and the intensity average diameter estimation is a function of
the particle refractive index which has to be known precisely. Then, the
other average representations are calculated by the chosen method (Egs.
8-10). Thus, if the refractive index is not properly defined, these average-
diameters can be erroneous.

The intensity value is more appropriate for reporting results from a
DLS analysis based on intensity fluctuations, but the mean number

TABLE I Latex Mean Diameters by Monomodal Algorithm
and Relative Proportion

Analysis Intensity Volume Number
Mean (nm) 307.8 350 316.1
Width 109 146 175

% 100 100 100
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diameter also has to be considered, because it can be more easily com-
pared to microscopic results.

Monomodal-Cumulants Model

Here the chosen model is the monomodal one. In Figure 74, the plot of
the autocorrelation function Gy versus sample time, 7, is represented.
Function G quantifies the similarity between two acquisitions on a same
small suspension volume taken at two different moments separated by t,
the sample time.

When two acquisitions are identical, G| (t) = 1, the most information
about the suspension is obtained. In the opposite case, when G| (1) equals
zero, i.e., when two acquisitions are totally different, no information
about the system can be extracted.

G, versus sample time t

0.8
G,
0.6

0.4

0.2

3 X

5 10 15 20
Sample time © (us) (x10°%)

FIGURE 7a QELS G; autocorrelation function of latexes in a function of the
sample time 7 fitted by monomodal algorithm (at least five acquisitions of ten sub-
runs, suspension/solvent intensity ratio > 50).
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FIGURE 7h QELS intensity-average size distribution of latexes obtained by mono-
modal algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs, suspension/solvent
intensity ratio>50).

The first © for which Gy(t) equals zero, is called the relaxaton time, t,.
In other words, the shorter the sample time 7 is, the bigger the ratio #,/7 is,
and the better the statistics (number of accumulations) are.

In Figure 7a, the experimental data are represented by crosses and
fitted by the monomodal model curve. The fit is good for most of the
data, and only the data corresponding to the smallest G| values are not
correctly fitted. The relaxation time, 7., equals 20ms, which can be
considered as a covenient value.

In Figure 7b, the size class distribution in intensity is shown versus the
particle diameters analyzed. Only one peak appears centered about
310 nm. It is a Gaussian curve.

Table I shows that the mean intensity value is very close to the one
measured by TEM, given by Interfacial Dynamics Corp. However, the
measured polydispersity is around 15%. Polydispersity is often an
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important parameter for nanoparticles. The mean volume and mean
number averages are obtained by calculaton. One can note that the mean
number value is very close to the mean intensity one.

Contin Model

The same data may be analyzed via use of the Contin algorithm. G,
versus sample time and size distribution versus intensity diameters are
represented, respectively, in Figures 8¢ and 8b. Here, the relaxation time,
t,, is about 30 ms, which is longer than with monomodal cumulant model.
As explained below, the shorter the sample time is, the better the statistics
are. Thus, the Contin model does not seem to be the most convenient
model.

The distribution peak form is not as close as the monomodal treat-
ment to a Gaussian distribution. It proves that the Contin analysis, in
this case of a nearly monodisperse sample, is not the more convenient
algorithm. The intensity mean diameter, shown in Table II, is not as close
to the given standard value 310 nm as the monomodal value. The other
mean values are out of range, especially because of their width, which is
as large as the diameter itself.

In conclusion, in the DLS study of nearly monodisperse samples, the
use of the monomodal algorithm is recommended.

Laser Granulometry Study

The use of laser granulometry requires some caution during sample
preparation as mentioned earlier. Similarly to DLS, laser granulometry
results are represented as the size distribution versus volume-average
diameters. Each sample is diluted with the help of the continuum medium
in order to achieve the ideal experimental condition with an adequate
obscuration coefficient (about 0.3). Then acquisitions are made until five
consecutive runs give similar results, in order to achieve good repeat-
ability.

In Figure 9, the size distribution was observed with the 45 pm focal
lens and, in Figure 10, the same observation was carried out with the
100 um focal lens. With the former, only one population appears centered
on 300 nm and, for the latter, four different size classes are observed, with
three of them being obviously artifacts. The optical system, in relation to
the size range observed, is of great importance if meaningful results are
to be obtained.

Table III gives the results of the 45 um focal measurements. Among
the various averaged diameters compiled, which are obtained by different
calculations, the two most important are the volume and number
representations. The number diameter will be taken into account in the
following, since it can be easily compared to microscopy results.
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G4 versus sample time t
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FIGURE 8a QELS G, autocorrelation function of latexes in a function of the
sample time 7 fitted by Contin algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs,
suspension/solvent intensity ratio >50).

STUDY OF PLANT PROTEIN NANOPARTICLES

The suspension used was a plant protein nanoparticle system described
earlier!"). It was obtained by a coacervation method. The desolvatation of
macromolecules was caused by addition of a solvent phase, an ethanolic
aqueous solution of the protein, to a nonsolvent phase. The chosen
protein is gliadins, extracted from wheat flour. Several techniques were
applied, DLS (cumulants and Contin), laser granulometry, and SEM, in
order to determinate the most representative distribution for the sample.

DLS Study
The same preparation caution is taken for the DLS sample as

described earlier (no pollutants and no multiple scattering). For each
sample, at least five acquisitions of ten sub-runs are made. The software
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Size distribution(s)
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FIGURE 8bh QELS intensity-average size distribution of latexes obtained by

Contin algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs, suspension/solvent
intensity ratio > 50).

for each subacquisition checks off the measurement quality for each
mathematical treatment (monomodal-cumulants, Contin described later).
The intensity ratio suspension/solvent is fifty.

Monomodal-Cumulants Model

The relaxation time, ¢,, of the G fit, Figure 114, is large (longer than
100 ms). The application of monomodal model here seems to be poor.

TABLE II Latex Mean Diameters by Contin Algorithm

Analysis Intensity Volume Number
Mean (nm) 297 391 354
Width 131.4 341.9 351.2
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FIGURE 9 Volume-average size distribution of latexes obtained by laser
granulometry with the 45 mm focal length (obscuration coefficient around 0.3,
five consecutive acquisitions given similar results).

The intensity size distribution, Figure 115, presents one peak, but the
number distribution, Figure 11¢, presents several. Table IV does not give
narrow values of the mean diameter. This heterogeneity of results shows
that the monomodel assumption is not appropriate for this particular
case.

Contin Model

With the Contin analysis, Figure 12a, ¢, of G is less than 25 ms. The
results are better than those from the monomodal-cumulant model. A
single peak is seen in the size distribution curve, Figure 125. Its form is
nearly Gaussian and it is centered around 800 nm. The mean intensity
value is around 800 nm, but the width is important. The two other ana-
lyses, in volume and in number, given in Table V, are out of sense and are
probably due to calculation artifacts. In fact DLS analysis points out a
quite polydisperse population with a mean size greater than 4 (i.e., about
800 nm).

To conclude, DLS analysis shows several distributions, with one of
them composed of particles larger than A.
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FIGURE 10 Volume-average size distribution of latexes by laser granulometry
with the 100 mm focal length (obscuration coefficient around 0.3, five consecutive
acquisitions given similar results).

Laser Granulometry Study

From the plant protein nanoparticles suspension, a laser granulometry
sample without any pollutants or gas bubbles was prepared. The size
distribution plot, Figure 13, shows two size classes: one around 500 nm
and another at 6 um. It is now clear why light scattering was not usable.
The latter class represents less than 10% of the sample population. The
mean volume diameter is 1 pm while 50% of the particle size are less than
550 nm. These results are coherent, but very different. Let us now con-
sider an SEM image of the particles.

TABLE III Latex Mean Diameters by Laser Granulometry

Analysis Intensity Volume
Mean (nm) 340 290
Width 28 21

P5



Downloaded by [Dicle University] at 14:38 16 November 2014

Polymer Nanoparticle Characterization 305

G1 versus sample time 1
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FIGURE 11a QELS G, autocorrelation function of plant protein nanoparticles
fitted by monomodal algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs,
suspension/solvent intensity ratio > 50).

SEM

The sample preparation was evaporated in a vacuum chamber, and
then the deposition of a colloidal metal was performed. This layer con-
ducts on the sample surface the electron beam and generates the sec-
ondary electrons forming the SEM image. Should the beam fuse the
particles of gel or of soft polymers, cryo-SEM could be used.

Several micrographs (at least 10) of the same sample are taken.
Figure 14 is representative of all of them and shows spherical particles.
The diameter of most of them is less than 700 nm in a “dry” state. A few
of them are bigger than 2 um such as the one next to the 1 um bar. This
image confirms the previous results: the Contin DLS diameter of 800 nm,
which has been found in the aqueous medium, and the laser granulo-
metry two size classes whose diameters are upper than 1 um. It would be
interesting now to perform an image analysis in order to confirm the four
peaks seen by Contin analysis.
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Size distribution(s)
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FIGURE 115 QELS intensity-average size distribution of plant protein nano-
particles obtained by monomodal algorithm (at least five acquisitions of ten sub-
runs, suspension/solvent intensity ratio > 50).

This example shows that a characterization of nanoparticles size, for
such a non-ideal sample, is not evident. The sample polydispersity leads
to many difficulties. To resolve them, a solution could be to separate the
different size classes, and then to characterize them. Different solutions
may also be used, as reviewed in the following section.

POTENTIAL SOLUTIONS TO PROBLEMS ASSOCIATED
WITH POLYDISPERSITY

Sedimentation

Generally speaking, sedimentation gives access to information over a
wide size range, from a few nanometers up to several micrometers. This is
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FIGURE 11¢ QELS number-average size distribution of plant protein nanopar-
ticles obtained by monomodal algorithm (at least five acquisitions of ten sub-
runs, suspension/solvent intensity ratio > 50).

especially true with the ultracentrifugation for nanosized objects. With an
appropriated optical system, the size analysis is made easier with the help
of time used as a separator. A unique size class passes in front of the
optical system at any point in time. In fact, monodisperse and uncharged
hard spherical particles are quickly size characterized in very diluted
suspension if the sedimentation occurs rapidly enough.

These techniques are based on the free and unhindered sedimentation
of particles. The potential complicating factors for such a characteriza-
tion are polydispersity—i.e., size distribution mixture, attractive and
charged particles, non-ideal shapes, temperature, dilution shock, vessel
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TABLE IV Plant Protein Nanoparticle Mean Diameters by Monomodal
Algorithm and Relative Proportion

Analysis Intensity Volume Number

Mean (nm)  1107.3  752.5 1023.7 1313.2 446.5 738.5 1035.6 1327.7
Width 5239 1205 1345 205 96.8 156 2345 1024
% 100 12.4 39.2 47.8 7.3  30.6 44.4 17.7

G, versus sample time t

04

0.2

v
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Sample time 1 (us) (x10°%)

FIGURE 12a QELS G, autocorrelation function of plant protein nanoparticles
fitted by Contin algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs, suspension/
solvent intensity ratio > 50).
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FIGURE 12h QELS intensity-average size distribution of plant protein nano-
particles obtained by Contin algorithm (at least five acquisitions of ten sub-runs,
suspension/solvent intensity ratio > 50).

geometry, and softness of the particles surface. Nowadays some of these
difficulties are partially covered up. Philipse!'® has written an interesting
review about this point.

TABLE V Plant Protein Nanoparticles Mean Diameters by Contin
Algorithm and their Relative Proportion

Analysis Intensity Volume Number
Mean (nm) 7.8 745.8 1.9 1.3
Width 16.2 1219 0.7 0

% 16.9 83.1 100 100
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FIGURE 13 Volume-average size distribution of plant protein nanoparticles
obtained by laser granulometry with the 45 mm focal length (obscuration
coefficient around 0.3, five consecutive acquisitions given similar results).

Another approach, for a very diluted complex sample, is to couple
DLS with SLS. This method is known as multiangle dynamic light
scattering.

Multiangle Dynamic Light Scattering!'®->"

At different angles, the fluctuation intensities data are cumulated and,
then, integrated in two ways: averaged over a period of time (SLS) and
time dependent (DLS). The two results are correlated: the dynamical data
are evaluated by the Mie scattering function and then related to the
statistical intensity values. The obtained results are more reliable than the
ones generated only by DLS or SLS. Several classes are now resolved and
characterized even if they are close together.
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FIGURE 14 Plant protein nanoparticles SEM image.

Another point of view is, first, to separate the size distribution frac-
tions and, then, to analyse them. The separation could occur by one of
the flow field fractionation (FFF) family techniques.

Flow Field Fractionation Techniques

FFF methods®! are direct and non-invasive methods. The different
fractions of the polydisperse sample are first separated, and then their
mean diameters are evaluated. The separation occurs by differential
retention related to a physicochemical parameter difference in a stream
liquid flowing through a thin channel (50-300 um). The separated com-
ponents are eluted one by one into a detector, often a MALS detector
(multi-angle light scattering). The size range spreads from a few nm to
100 um with the help of the Rayleigh—-Debye—Gans and Lorentz—Mie
combination algorithms.

Sedimentation Flow Field Fractionation

The discriminating parameter involved in the sedimentation FFF is
the specific gravity difference between the particles and the aqueous
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phase. A circular channel spins around a centrifuge axis and the species
are separated by the radially induced acceleration. For each peak, the
retention time is related to the particle size through MALS measure-
ments, and these results could be complemented by other microscopic
characterizations.

Sedimentation FFF is not convenient for smaller sized particles
(< 30nm), whose sedimentation process is too slow. In such case, FFF is
convenient. The separation in this latter technique is driven by a “‘cross-
flow” field obtained by a second stream at a right angle to the main one.

Environmental Microscopy

Environmental microscopy, as shown earlier, avoids the inconvenience
and possible artifacts of “dried” sample. The sample hydration is con-
trolled by varying the vapor pressure in the chamber while maintaining
the temperature constant(!3l. The thermal conductivity of the sample can
be critical. In addition the water can condense or evaporate. Before the
pump-down sequence, the chamber has to be saturated to minimize the
sample water evaporation. This microscopy method needs no prior
sample preparation!'®. The image is a picture of nanoparticles; this
method is less invasive than SEM and the diameters are reliable. With the
use of an image analysis, the size distribution curve is easily obtained.
Such a method affords direct particle observation in their own medium
without any dilution.

CONCLUSION

The different examples presented show that size characterization is not
such an easy analysis especially with a complex sample composed of
several size populations.

Nanosized objects are observable by many techniques. Most of them
are adversely affected by concentrated conditions, polydisperse distri-
butions, and irregular particle shapes. Multiangle dynamic light scatter-
ing can be very helpful in overcoming the last two disadvantages.

The concentration dependency is avoided by eluting and by separating
each size class before identifying them. For instance, multiangle dynamic
light scattering is fruitfully coupled with sedimentation FFF. In this case,
the particles are observed by indirect ways, for example light intensity
fluctuations.

Particles are directly seen by methods such as electronic microscopy.
The major disadvantage of these techniques is that the particles are not
characterized in solution but in a “dried” state, environmental micro-
scopy being an exception. This method is a less invasive technique and
gives results that are most representative of the real sample size
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distribution if it is coupled with an image analysis. Its development seems
to be very promising in the next decades, but currently it is rarely applied.

Finally, to prevent making excessive assumptions, the preferred

solution is to couple several size characterization techniques. It is pre-
ferred that at least one in situ technique be combined with electronic
microscopy.
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Abstract

Biopolymers represent an interesting alternative to synthetic polymers in order to be used as structured carriers for
controlled release and encapsulation applications. In particular, the ability of these carriers to entrap both hydrophilic
and hydrophobic drugs may be very promising for many applications. In addition, the absence of chemical
compounds and organic solvents used to produce biopolymeric matrices could be very interesting for some industrial
applications. Simple or complex coacervation methods involving proteins or protein and polysaccharide mixtures
were used to create new matrices dedicated to controlled release applications. Controlled release experiments with
model compounds were conducted in order to evaluate the performance of such matrices. An alternative and
promising research field deals with particles obtained from hydrogel systems. Totally transparent solid matrices
resulting from the dehydration of new protein gels were formed and swelling capacities of these matrices were studied.
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Coacervation; Encapsulation; Hydrogels; Swelling; Proteins; Arabic gum

In the last decades, micro and nanosized col- found a wide range of applications. They may be
loidal carriers have received a growing scientific loaded by living cells, enzymes, flavour oils, phar-
and industrial interest (Thies, 1996). These vectors maceuticals, vitamins, adhesives, agrochemicals,
may be capsules (with liquid core surrounded by a catalysts and offer considerable advantages at use.
solid shell), particles (polymeric matrices), vesicles Liquids can be handled as solids, odour or taste
or liposomes, multiple or single emulsions and can be effectively masked in a food product,

sensitive substances can be protected from delete-
rious effects of the surrounding environment,

* Corresponding author. Tel.: + 33-2-40-67-50-52; fax: + tOX_IC materials can be safely handled, and drug
33-2-40-67-50-43 delivery can be controlled and targeted
E-mail address: drenard@nantes.inra.fr (D. Renard). (Robinson, 1997).

0378-5173/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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In the forementioned laboratories, we started
with a new strategy based on phase separation in
order to prepare natural particles. Simple or com-
plex coacervation methods involving proteins or
protein and polysaccharide mixtures (Schmitt et
al., 1998) were used to create new matrices dedi-
cated to controlled release applications. The col-
loidal carriers produced were in the micrometer or
nanometer size range depending on the substrates
or the methods used.

Wheat proteins, gliadins, were implicated in
simple coacervation to produce nanospheres.
Nanoparticles were obtained by desolvation of the
protein using physiological salt solution as non-
solvent. Synperonic PE F68 was used to stabilize
the nanoparticles suspension (Duclairoir et al.,
1998). Gliadins nanospheres typical size was
around 900 nm (Duclairoir et al., 1998). Particles
size and polydispersity increased with the increase
of the solvent/non-solvent ratio and with the ag-
gregated state of the proteins. Controlled release
experiments with model compounds were con-
ducted in order to evaluate the performance of
such matrices. Vitamin E-loaded nanoparticles (1
mg) were digested in 10 ml of an ethanol/water
mixture (62/38 v/v) at room temperature in the
dark. The vitamin E concentration encapsulated
in nanoparticles (C,) and the residual concentra-
tion in the supernatant (C,) were then assayed by
HPLC at 290 nm. Empty nanoparticles were
treated in the same way and used as references for
these determinations. The drug loading (rate) and
the entrapment efficiency were calculated accord-
ing to the equations:

G

C
Rate ((VO) = ! ﬁ
1 2

m

Efficiency (%) =
gliadins

In vitro drug release kinetic was also performed
in non-sink conditions using decane as solvent (to
prevent drug loss from nanoparticles dissolution)
and a laboratory designed release cell. About 10
mg of gliadins nanoparticles (containing 824 nug/g
gliadins) were resuspended in 10 ml of decane.
Aliquots were collected at successive time inter-
vals and replaced by the same quantity of solvent
in order to get a constant volume in the release
cell. The samples were analysed by HPLC as
described above for encapsulation experiments.
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Fig. 1. Vitamin E (V) encapsulation rate (M) and efficiency
(®) by gliadins nanospheres as a function of Vg/gliadins ratio.

Encapsulation of vitamin E (V) into gliadins
nanospheres revealed that the rate and efficiency
decreased with the decrease of the Vg/gliadins
ratio (Fig. 1). For a Vg/gliadins ratio of 1, an
encapsulation rate of 824 pg/mg gliadins and an
efficiency of 77% were obtained. The Vy release
kinetic from loaded particles was displayed Fig. 2.
The experimental points were fitted with the fol-
lowing equations:

V
—rt =6 ‘ (short time)
initial V. T

#=6 f—% (intermediate time)
initial V' i1
1 ~
—~ // .
S -
m ~
> //
— . /
£ e
0%
m
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Time (h)

Fig. 2. Vitamin E (V%) release kinetic by gliadins nanospheres
as a function of time (h). See text for equations used in the
fitting procedure: (@) released Vg (%); (—) fit (short time);
(----) fit (intermediate time).
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Fig. 3. (Left side) Phase contrast optical micrograph of 1 wt.% B-lactoglobulin/Arabic gum mixtures at pH 4.2 ratio 1:1. Scale bar
represents 20 pm. (right side) Confocal scanning laser micrograph of a coacervate obtained with a 1 wt.% f-lactoglobulin/Arabic

gum mixture at pH 4.2 ratio 1:1. Scale bar represents 5 pum.

with = Dt/r?, D being the diffusion coefficient of
the entrapped vitamin E and r, the radius of the
nanoparticles.

The kinetic profile was thus interpreted by a
burst effect coupled with a drug diffusion process
through the particle modelled as a homogeneous
sphere. The drug diffusion coefficient was consid-
erably reduced when entrapped in the carrier:
Dyg=1.1 1072 m?/s compare to Dyg=10"°
m?/s in solution. The encapsulation of different
drugs into nanospheres showed that carriers had
more affinity for hydrophobic drugs and that the
{-potential of the particles was directly related to
the nature of the drug (Duclairoir, 2000).

In the case of complex coacervation, the B-lac-
toglobulin/Arabic gum couple was tested. The
mechanism of formation and the structural prop-
erties of coacervates were first highlighted in order
to better control the stability of these systems.
Coacervation process was established at pH 4.2 in
water where the two biopolymers interact electro-
statically (Schmitt et al., 2000). The structure of
the coacervates was explored using both phase
contrast and confocal scanning laser micro-
scopies. B-lactoglobulin/Arabic gum spherical
vesicular coacervates revealed by microscopy were
the hallmark of these dispersions (Fig. 3). Large
‘foam-like’ coacervates induced by partial coales-
cence of single coacervates were visible especially
at the 2:1 protein to polysaccharide ratio (Schmitt
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et al., 2001). Increasing dispersions stability was
reached by increasing protein to polysaccharide
ratio or by decreasing total biopolymer concentra-
tion. Another alternative to increase the stability
is to produce composite dispersions containing
both protein aggregates embedded in protein—
polysaccharide coacervates and free coacervates
(Schmitt et al., 2000). These systems could thus be
used as multifunctional reservoirs for applications
in microencapsulation.

An alternative and promising research field
deals with particles obtained from hydrogel sys-
tems. The hydrogels may be sensitive to environ-
mental stimuli such as pH, ionic strength,
electric/magnetic fields, light and temperature de-
pending on the substrate used. Totally transpar-
ent solid matrices resulting from the dehydration
of new protein gels, revealed variable swelling
capacities that depend on the solvent used and
physical chemical conditions. The protein hy-
drogels were formed at pH 8 in 50% ethanol
solutions (Renard et al., 2000). Swelling kinetics
of cylindrical gels in both hydrated (m, ~ 4.5 mg)
and dehydrated (m,~ 1.5 mg) forms were fol-
lowed in different solvent conditions. The swelling
kinetics of B-lactoglobulin hydrogels showed that
the increase of mass was the highest in water for
both hydrated and dehydrated gels (Fig. 4). The
capacity of swelling (or not) depended on the
solvent conditions and would allow a controlled
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Fig. 4. Swelling kinetics of B-lactoglobulin hydrogels both in
dehydrated and hydrated forms for different solvent condi-
tions: (M) ethanol; ([J) water/ethanol 50/50 (v/v); (@) water;
(O) 0.1M NacCl; (A) water/ethanol 50/50 (v/v) (hydrated gel);
(/) water (hydrated gel).

release of both hydrophilic and hydrophobic
drugs.

A new dispersion/gelation method was devel-
oped to produce micro-beads having potential
applications in the encapsulation field. Basically,
the dispersion of a B-lactoglobulin pre-gel in an
apolar phase produced gelled droplets. These
droplets were then washed and dehydrated under
vacuum in order to produce particles of 500 um
mean diameter (Fig. 5). Such protein matrices
were totally transparent and could be used to
encapsulate large molecules or microorganisms.
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Abstract

In this paper, biopolymer nanoparticles are studied, which unlike many synthetic carriers used for controlled release, are
biocompatible and biodegradable systems. Gliadins nanoparticles are obtained by a desolvatation method, also known as
drawning-out precipitation. These particles have been shown to be interesting as drug release systemnaneiretiinoic
acid. The aim of this paper was to study the influence of the polarity of different drugs on nanoparticle characteristics such as
size and drug loading efficiency. Three drugs of three different polarities were studied: the hydrophobic Vitamin E (VE), the
slightly polar mixture of linalool and of linalyl acetate (LLA) and the cationic amphiphilic benzalkonium chloride (BZC). This
comparative work shows that the amount of the entrapped VE and LLA is higher than that of the cationic BZC, confirming
a strong interaction between gliadins and apolar compounds, due to the apolarity of the proteins. This interaction results in a
low diffusion coefficient and a partition coefficient in favour of gliadins, resulting in a low permeability coefficient. The drug
release kinetics of two substances, LLA and BZC, are observed, in showing a burst effect, then a diffusion process, which can
be modelled assuming that the particles are homogeneous spheres.
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords:Nanoparticles; Gliadins; Vitamin E; Linalool; Linalyl acetate; Benzalkonium chloride

1. Introduction simple or complex emulsions, and particles. These
last named delivery systems are found as spheres or
Drug delivery systems are interesting formula- capsules for core/shell particles. Particles are classi-
tions to prevent numerous drawbacks related to the fied as microparticles for micron-sized systems and as
drug itself, for example by decreasing its degradation nanoparticles for sub-micronic systems (Thies, 1996).
rate. In such a dosage form, the drug is gradually Most of them are derived from synthetic polymers
released unlike all conventional formulations. Sev- and some from biopolymers (Nakache et al., 2000).
eral carriers have been studied in the last decades,Recently, gliadins, extracted from wheat gluten,
among them, liposomes, vesicles, films, sponges, have been used to elaborate nanoparticles (Ezpelleta
et al., 1996; Duclairoir et al.,, 1999). As biopoly-
"+ Corresponding author. Tekt33-1-46612713; mers, inadins do not present the common drawbacks
fax: +33-1-46612713. of synthetic materials, related to the presence of
E-mail address:oreccam@wanadoo.fr (A.-M. Orecchioni). monomer or initiator residues (Chasin and Langer,

0378-5173/02/$ — see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/S0378-5173(02)00701-9
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1990). Their biocompatibility is assumed and, as ties (Lis-Balchin and Hart, 1999) to the formulations.
plant proteins, they are recognized as prion-free un- In dermatologic formulations, for instance, their use
like animal proteins. Besides gliadins are hydropho- may irritate the patient’s skin. Gliadins encapsulation
bic and slightly polar (Bigelow, 1967; Popineau and could be a fruitful method for LLA formulation. The
Denery-Papin, 1995). Consequently, they are able to coupling of gliadins proline, which allows a powerful
interact with skin keratin (Teglia and Secchi, 1994). attraction to the skin keratin, and of the gradual and
Thus, gliadin systems seem to have promise in the controlled LLA release, potentially avoids all the po-
development of topical formulations. Moreover, pre- tential drawbacks of the drug and even improves LLA
vious work has shown that the preparation of gliadin disposition.
particles can be easily performed by simple coacer- BZC is a cationic surfactant often used as antisep-
vation method (Ezpelleta et al., 1996). The obtained tic, bactericide (Patterson, 1956), spermicide (Aubeny
gliadins systems are spherical and submicron-sized, et al., 2000) or virucide (Wainberg et al., 1990).
thus are nanoparticles. They proved to be inter- Some original formulations of this drug, better known
esting delivery systems for all-trans-retinoic acid as Zeriphiaff, are on the market. There are cap-
(RA). sules (Wainberg et al., 1990) and vaginal Proteétaid
In this study, three drugs of different polarity have sponges (Psychoyos et al., 1993). But the medication
been entrapped in such gliadins nanoparticles. Therecan promote some allergies followed by mucous le-
are the hydrophobic Vitamin E (VE), the slightly po- sions (Dhillon et al., 1982). Thus, a dosage form such
lar linalool/linalyl acetate mixture (LLA), and the am-  as gliadins nanoparticles could be a good alternative
phiphilic and cationic benzalkonium chloride (BZC), and could avoid lesions promoted by the irritant BZC
with dielectric constants ferespectively of 4, 8 and  and, even, could improve the therapeutic dosage by
45 (Maryott and Smith, 1951). delaying the delivery.
a-Tocopherol (Vitamin E) is known as a strong an- This paper reports on the characterization, entrap-
tioxidant or nitrosamine blocker to prevent built up of ment and release studies on the novel drug delivery
cellular peroxides (Idson, 1992; Marty and Wepierre, systems.
1994). For instance, free radicals may promote skin
damages such as premature skin aging (Epstein,
1983), skin fragility and even skin cancers such as 2. Materials and methods
melanoma (Sober, 1987) related to a decrease in cel-
lular immunity of the skin. VE is known to delay the 2.1. Materials
progression of aging (Wester and Maibach, 1997), to
have skin moisturising properties (Mayer et al., 1993)  Gliadins were extracted and purified by Y. Popineau
and emolliency properties (Tamburic et al., 1999; (LBTP, INRA, Nantes, France)l-Tocopherol (VE)
Marty, 1998). However, VE is degraded by oxygen and benzalkonium chloride (BZC) were obtained from
and must be carefully protected from light, heat and Sigma (St. Louis, MO, United States). The aromatic
contact with air when it is used in formulations and extract (LLA) was provided by Euracli (France).
dosage forms. To overcome these drawbacks, lipo- Synperoni® PE F68 was furnished by ICI surfac-
some dosage forms were formulated (Kagan et al., tant (Cleveland, United Kingdom). All the aqueous
1992; Koga and Terao, 1996Nanoparticulate carri-  solutions were prepared with ultrapure water (Milli
ers from bioacceptable macromolecules, particularly Q Plus, Millipore, Molsheim, France). Ethanol and
gliadins, are also interesting system for controlled sodium chloride were of analytical grade and obtained
drug release. They are able to interact with epidermal from Prolabo (Paris, France).
keratin due to their being rich in proline (Teglia and For VE estimation, methanol (HPLC grade) was ob-
Secchi, 1994). tained from Carlo Erba Reagenti (Val de Reuil, France)
Linalool and linalyl acetate are the major compo- and decane (spectroscopic grade) from Acros Organ-
nents of aromatic lavender essential oils, frequently ics (Geel, Belgium).
used in aromatherapy. Moreover, linalool and lina-  LLA quantification was performed using linalool
lyl acetate give antibacterial and antifungal proper- from Touzart and Matignon (Paris, France) and
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pentane (spectroscopic grade99%) from Acros
Organics (Geel, Belgium).

BZC content was estimated using chloroform (syn-
thetic grade 99.9%) from SDS (Peypin, France), sul-
phuric acid (analytical grade 96%) from Carlo Erba
Reagenti (Val de Reuil, France), sodium hydroxide
0.1N standard solution from Distrilab (Caen, France),
sodium dodecylsulfate or sodium laurylsulfate (SDS,
analytical grade 99%) from Sigma (St. Louis, United

135

100-5, packed with € column (Macherey Nagel,
Duren, Germany).

The medium containing LLA is not compatible
with a gas phase chromatography (GPC) analysis
used to quantify the perfume. First of all, the LLA is
extracted from the sample by pentane. LLA solution
and pentane are mixed in equal proportion. The LLA
transfer is known taking into account its partition co-
efficient between the two solvents. To determine this

States), benzethonium chloride 0.00398N standard partition coefficient, a known LLA quantity is dis-

solution from Prolabo (Paris, France), Patent blue
VF or blue disulfine VN 150 from Acros Organ-
ics (Geel, Belgium), phenolphthalein from Prolabo
(Paris, France), and dimidium bromide from Acros
Organics (Geel, Belgium).

2.2. Gliadins extraction and purification

Gliadins were extracted from a common wheat flour
(Hardi variety) (Larré et al., 1991). Briefly, gluten
was freeze dried, ground in a refrigerated grinder
and defatted by two extractions with dichloromethane
(gluten/solvent ratio: 1/10) for 2 h at 2C. After fil-

solved in aqueous and ethanolic media. This medium
is mixed with an equivalent volume of pentane. Then
the LLA concentration is quantified in pentane. After
collection of the aqueous phase, it is blended with the
same volume of pure pentane. The LLA quantifica-
tion is assayed in pentane. It is repeated until there
are no remaining LLA traces in the pentane. The
LLA partition coefficient between water and pentane
was calculated as a function of extraction number,
the initial LLA concentration in the aqueous phase
and the experimental LLA concentrations in pen-
tane. When the extraction is completedylof the
extracted solution is analysed by GPC (Varian 3300

tration and residual solvent evaporation under reduced GC-FID, United States) equipped with a flame ioni-
pressure, samples of dried powder were stored in ansation detector and an apolar DB 5 column (Scientific
ethanol/water mixture (70/30, v/v) for 4h at 20. Glass Engineering, Australia). The LLA content is
The soluble fractions were then dialysed against dis- measured by the quantification of linalyl acetate and

tilled water and finally freeze dried.
For this study, the gliadins extract consists of four
fractions: a-, B-, y- and w-gliadins. The fractions

linalool, which are respectively 35.7 and 39.7%.
The T73-258 and T73-320 AFNOR specifications
have been adapted to perform the BZC titration. In

are classified due to their hydrophobicity and to their fact, this quaternary ammonium is a cationic sur-
mean molar mass. This extract has been characterizedactant. Its titration consists of neutralisation by an
by high performance liquid chromatography-reverse anionic surfactant, the sodium laurylsulfate (SDS) in

phase (HPLC-RP). It contains 53.7%@f3-gliadins,
39.9% ofy-gliadins and 6.4% of-gliadins.

2.3. Drug quantification

The choice of the three drugs (VE, LLA and BZC)
was made according to their polarity difference. In
consequence, their solubility behaviour differs for a
given solvent.

VE could be easily characterized by its specific
absorption at 295 nm by UV-spectrophotometry. VE
guantification is assayed by HPLC-RP at room tem-

perature using a photodiodes array detector (Waters

600, Millenium 32 software, Waters, Milford, United
States) at 295 nm, and a 250 my8 mm Nucleost?
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a biphasic water/chloroform system in the presence
of colour indicators mixture (ethanolic solution of
dimidium bromide 0.8% w/v and Patent Blue VF
0.4% wi/v). During the neutralisation, a colour indi-
cator salt is formed and confers pink colour to the
organic phase. After complete BZC neutralisation, a
BZC excess transfers the indicator salt from the or-
ganic phase to the aqueous one, which becomes blue
and the organic fades up.

2.4. Preparation of drug loaded gliadins
nanoparticles

The gliadins nanoparticles were prepared by a de-
solvatation method described elsewhere (Ezpelleta
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et al., 1996; Duclairoir et al., 1999). In the case of VE, = With these two data, the drug loading (payload)
to prevent its degradation, the nanoparticle procedure was calculated as the entrapped drug in nanoparti-
has to be performed in the dark, under a nitrogen flow. cles/gliadins nanoparticles yield ratio

Proteins were dissolved in an ethanol/water mixture

(62/38, viv) at 25C; the resulting solution was fil-  Payload%) = — LM B
tered through a 0.Am pore sized membrane. Various 9|'a_d'”5 nanoparticles
amounts of drug dissolved in ethanolic solutions were yield (mg)

then added to the previous gliadins solution. The ang the entrapment efficiency was calculated as the
nanoparticle formation occurred when 20 ml of this  gryg amount in particles/initial drug content ratio
solution were poured into a 0.9% w/v NaCl/water

solution containing SynperorficPE/F 68 (0.5%, V/v) Entrapment efficacgpo)

as a stabiliser, at 282, under stirring (500 rpm). The C1 [amount of drug in nanoparticlémg)]
organic solvent was evaporated under reduced pres- = (C1 + C>) [initial drug contentmg)] 100
sure, and the resulting suspension was centrifuged @)

(20000 rpm or 3490&k g, 15min). The supernatant
was removed and, after three washes in ultra pure For comparison of the different entrapped drugs, the
water, the loaded pellets were freeze dried and storeddimensionless entrapment efficiency is adequate. But

at 4°C in the dark. to simplify the comparison between drugs, an opti-
mal drug concentration has been defined as the best
2.5. Physicochemical characterization compromise between the payload and the entrape-

ment efficiency. This optimal drug concentration is

The size of the nanoparticles was characterized by the drug/gliadins ratio obtained at the intersection

scanning electron microscopy (Jeol, T330A, Japan). of payload and entrapment efficiency curves versus
The surface properties of the nanoparticles, loaded drug/gliadins ratio.

and non-loaded, were analysed by determining their

zeta potential in a unimillimolar KN solution at 2.7. In vitro drug release

room temperature. The nanoparticles were observed

in very diluted conditions by a Sephy Zetaphorimeter  About 1 mg of gliadins nanoparticles containiKg

[l (Sephy, Limours, France). drug mg gliadins mg! were resuspended in a release
The thermogram of nanoparticles, loaded and medium under stirring.

non-loaded, were obtained using differential scan- Inthe case of VE, the release profile was performed

ning calorimetry (DSC) using a Perkin-Elmer DSC7 three times by resuspending 10.1mg of 824.0VE

apparatus (Uberlingen, Germany) betwees0 and pg gliadinsmg?! nanoparticles in 10 ml of decane.

250°C. The temperature gradient was4Dmin1. This solvent has been chosen because of its VE affin-
ity, like most organic solvents. The solubility param-
2.6. Drug loading eter of gliadins and of decane are respectively 34.5

(Duclairoir et al., 1998) and 19.0 MP& (Barton,

In order to measure the drug loading, around 1 mg 1991). Considering such a difference of solubility
of gliadins nanopatrticles containing different amounts parameters, the decane is not able to solubilize the
of drug was digested in 10ml of the ethanol/water gliadins nanoparticles and even to modify their sur-
mixture (62/38, v/v) at 25C. The drug contenC; face. The release study was performed under nitrogen
was tested by the adequate analysis method accordingand in the dark in order to prevent VE loss.
to the drug (Section 2.3). For VE, the experiments  For the BZC release, 741.5mg of 550.3 BAG
were performed in the dark under a nitrogen flow, as gliadinsmg?® nanoparticles were resuspended in
explained inSection 2.3. 70 ml of ultrapure water at 25C. This release study

The non-encapsulated drug remaining in the su- has been replicated twice. The choice of water has
pernatant after the first centrifugatid®, was also been motivated by its inability to dissolve the gliadins
estimated. nanoparticles and its ability to solulize BZC.
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For each, the medium was then maintained in  To decrease the experimental error on the mean
a release cell at 2% 0.2°C. This original cell is value and to approach the real mean diameter, several
constituted by a double shell leading to an efficient micrographs of different places of the sample have
thermostating and by an access allowing easy collect- to be analysed. The experimental error on the mean
ing of aliqguots exempted of nanopatrticles by filtration volume—average diameter is around 10%.
through a 0.3um pore sized membrane. Aliquots of Although the experimental error due to the char-
100 and 70Qul have been collected respectively for acterization method is more important than the
VE during 120h and for BZC during 150 h. After difference between the diameters themselves, the
each sample collection at successive time inter¥als, number-average diameters obtained by SEM seem to
an equal amount of thermostated release medium wasincrease with the drug polarity (¢heir dielectric con-
introduced into the system. Thus, during the whole stant) (Maryott and Smith, 1951), as showable 1.
release, the nanoparticles concentration remainedThe more polar the drug, the larger the mean diameter
unchanged. The released drug amoiuyt, was eval- is of loaded particles.
uated, for each sample, by the adequate analysis tech-
nique as regards to the drug. Then the in vitro release 3.1.2. Zeta potential study

is found using the plot d¥1,/Mg versus the timéwith In Table 1, are mentioned the zeta potential of
Mo the effective drug loaded amount in the nanopar- loaded particles and the drug polarity represented by
ticles, expressed as “drug mg gliadins mg”. its dielectric constantg, compiled in the literature.

As anticipated, the unloaded nanoparticles are almost
uncharged, as are the gliadins themselves.

3. Results and discussion The VE loaded nanoparticles have a simiarlt
is explained considering the quite low VE dielectric
3.1. Gliadins nanoparticles characterization constant (e= 4). In the case of LLA, which is slightly

polar (¢ = 8), the charge is near zero (the error with
Gliadins, wheat gluten proteins, precipitate into such a technique is estimated around 3 mV).
nanoparticles by the desolvatation method known as The zeta potential of BZC loaded nanoparticles dif-
“nanoprecipitation” (Stainmesse et al., 1995; Alonso, fers according to the drug amount in the particles. BZC
1996), or coacervation, solvent displacement or is an ionized cationic surfactant & 45). This differ-
drawning-out phenomenon (Mersmann, 1994). ence could be explained by the presence of a fraction
These loaded and unloaded gliadins particles are of the drug present at the particle surface, although
spherical, as shown by scanning electron microscopy. the zeta potential does not increase as a function of
the increasing loaded BZC concentration, as shown on

3.1.1. Size characterization Fig. 1.

The mean volume—average diameters of loaded and In fact, after zeta potential change, a step value is
unloaded nanoparticles are compiledTable 1. reached around 25 mV. Such behaviour can be related
Table 1

Size characterization, zeta potential, glass transition temperature, entrapment efficiency and optimal drug concentration obtained for drug

loaded nanoparticles according to the dielectric constant of the drug

Particles Unloaded VE loaded LLA loaded BZC loaded

e - 4 8 45

Mean diametett10% (nm) 900 900 930 950

Zeta potential (mV) -1 -1 —1to -4 20-40 varying with
BZC concentration

Ty 145 134 130 110

Entrapment efficiency (%) - 79.2 82.4 52.3

Optimal drug concentrationug gliadins mgt) - 972.0 980.0 550.3
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{ AS A FUNCTION OF ENTRAPPED BZC

50 CONCENTRATION IN THE GLIADINS
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Fig. 1. Zeta potential of BZC loaded nanoparticles versus the drug entrapped concentration.

to the increased amount of charge number in the dif- Ty are close and their difference is less than the ex-
fuse double layer inducing a shielding effect of the perimental error of 10C usually attributed to DSC
superficial charge decreasing the zeta potential value measurements. For BZC loaded nanoparticles;Tghe
(Hunter, 1981). seems to decrease in the presence of drug. The BZC
boiling point is lower than gliadin3g and could ex-
plained this phenomenon. These results lead to the
conclusion that the drug should be, at least, dispersed
quite homogeneously inside the patrticle.

3.1.3. DSC study

3.1.3.1. Unloaded nanoparticlesGliadins and the
surfactant (Synperoritc PE F68), as well unloaded 3.2. Drug entrapment study
gliadins nanoparticles were studied.
Gliadins, lead to a large glass transition temperature,  payload and entrapment efficiency are dependent on
Tg, around 165C. The surfactant thermogram shows the drug/initial protein ratio.
a fusion peak at 52C. Then gliadins are blended
with surfactant, a unique glass transition appears at3.2.1. VE entrapment

144°C. The disappearance of the surfactant meltlng F|g Zrepresents the pay|oad and the efﬁciency ver-
peak could be explained by its low amount or by per- sys the VE/gliadins ratio. The encapsulated/initial VE
fect Compatlblllty of the surfactant in the partiCIe ma- pay|oad increases from 0 to 82% and the encapsu-
trix. In any case, its presence is attested by decreasing|ated/initial VE efficiency decreases from 100 to 77%.
glass transition temperature and can even be evaluated The optimal VE concentration is obtained for 972.0
around 20%. VE nggliadinsmg?, with at least, an efficiency of
79.2%.
3.1.3.2. Loaded nanoparticlesUnder the same
conditions, thermogram of drug loaded nanoparticles 3.2.2. LLA entrapment
show an unique transition corresponding to a glass The partition coefficient of LLA between gliadins
transition. The corresponding, values are compiled  solvent and pentane is 0.630 and allows us to eval-
in Table 1. uate Cq, the effective LLA concentration contained
The thermogram of the drugs show no glass transi- in nanopatrticles. After centrifugatiofy, the remain-
tion, but boiling peaks at 21 for VE, at 200 and ing LLA concentration in the supernatant, is evalu-
220°C for LLA and at 36°C for BZC. None of these  ated with the help of the partition coefficient of LLA
peaks appear on the thermograms of drug loaded par-between the supernatant and pentane estimated to be
ticles. For VE or LLA loaded patrticles, the obtained 0.204.
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Fig. 2. Payload @) and entrapment efficiency®) of VE loaded gliadins nanoparticles (experiment numbes 3).

On Fig. 3, the LLA payload and the LLA entrap- The optimal BZC concentration is achieved for
ment efficiency by gliadins nanoparticles are shown. 550.3 BZC uggliadinsmg?! with an efficiency of
The former increases from 0 to 94%, as the latter 52.3%.
reduces from 100 to 76%.

The optimal LLA concentration corresponds to 3.2.4. Comparison of entrapment capacity of
980.0 LLA pggliadinsmg?! with an efficiency of gliadins nanopatrticles

82.4%. Table 1shows the optimal drug concentration in
nanoparticles and the corresponding efficiency for
3.2.3. BZC entrapment each drug. The close VE and LLA polarities result

BZC payload and BZC entrapment efficiency are in similar optimum drug concentrations, including

plotted inFig. 4. The efficiency decreases from 83 to €XPerimental error. Comparing the results of VE and
56% and the payload increases from 0 to 53%. BZC, molecules with a similar molar mass, indicate
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Fig. 3. Payload @) and entrapment efficiency®) of LLA loaded gliadins nanoparticles: = 3).
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Fig. 4. Payload @) and entrapment efficiency®) of BZC in gliadins nanoparticles:(= 3).

that the gliadins nanoparticles have more affinity for 3.3.1. VE in vitro release study
VE than for BZC, whose polarity is higher. VE is as Gliadins nanoparticle preparations were tested for
apolar as the gliadins. Consequently, for any apolar in vitro release in decane for about 120h at°€5
substance, it could be assumed that gliadins nanopar-under nitrogen in the dark. During all the experimental
ticles would be able to entrap it with good results. period, no VE or no particle degradation was observed.
It can be noticed that BZC entrapment efficiency The size and the morphology of nanoparticles have
is reasonable, probably because of the hydrophobic been measured before and after the release by SEM.
chain of this amphiphilic molecule. These results con-  Fig. 5shows that VE is released in two steps, char-
firm the low polarity of gliadins, whose is probably acterized by an initial rapid release (under 1 h) which
less than 8. Few results are described in literature could be attributed to the adsorbed drug in the super-
concerning plant based nanoparticles and fewer aboutficial zone of the spheres. This phenomenon is like a
gliadins nanoparticles. The only interesting paper burst effect. The second releasing period shows a de-
(Ezpelleta et al., 1996) is related to an entrapment pendency on time and seems to be related to the drug
study of all-trans-retinoic acid/gliadins. In this work, diffusivity inside the matrix systems.
the highest ratio is just lower than 10%, the ratio used  After roughly 3 h, at the break point between the
in our study is higher than 10%, but the corresponding two domains: burst effect and delayed release, the VE

entrapment efficiency are in concordance. amount decreases in the release medium.
This disappearance might be explained by the fol-
3.3. Drug in vitro release study lowing hypothesis. During the first period, both VE

and surfactant (SynperoficPE/F68) are released in
The release of two drugs, VE and BZC, has been the medium. This surfactant forms micelles at very
studied. In fact, LLA should be studied under a con- low concentrations in decane (lower than 1 my)!
trolled atmosphere and not in a liquid medium. Such Its amount in nanoparticles is evaluated around 20%.
differences between media used here does not allow Thus, in the vicinity of the particles, its concentration
an easy comparison to the other drugs. could be sufficient to form micelles. These micelles
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Fig. 5. VE release in decane from 824.0 \ig proteinmg? loaded nanoparticles at 28 fitted by short time model (—) and by medium

time model (——-) (== 3).

are then able to encapsulate a part of the released VE,For the second period, the medium release time, this

playing the role of drug-reservoirs. As VE is entrapped
in the surfactant micelles, this should explain the ob-
served fall in VE concentration in the release medium.

During the second period, both VE and surfactant con-

tinue to be released in the medium.

In order to explain this release profile, an analytical
model was applied. As shown by SEM, the particles
are spherical. Assuming that the drug is uniformly

distributed inside the delivery system, and that these

remain stable during all the experimental period, it is
known that (Washington, 1996)

6|1 s 2
1—;2 ﬁexq—l’l T 'L')
n=1

whereM; is the amount of released drugtaime, and
(1 — (M, /Mp)) the released amount ahds given by

Dt
= %2 %)
with D the drug diffusion coefficient through the
particle andR the patrticle radius.

This relation is simplified for the first releasing
period, i.e. the first few percent decays

MZZG\/E
T

(4)

M;
Mo

T

i ®)
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relation becomes

M

Zr_6 /X _3; @)
Mo T

For longer times, a simplification dq. (4)is

Mt 6 2

VO =1- ;ex“—ﬂ 'L') (8)

Sometimes, the release can be extensively described
only by the short and long time model as shown by
Guy et al. (1982).

The release has been fitted by this model for the
first released drug and by the one for medium times,
i.e. Egs. (6) and (7)r2, the correlation coefficient, is
respectively 0.7321 and 0.9010. Obviously, the model
of the first stage does not describe the experimen-
tal data. The difference could probably be explained
by an underestimation of the burst effect by this dif-
fusion model, and even, by experimental errors (less
than 1%), but the hypothesis of drug-reservoir micelles
could be an interesting complementary explanation.

For the second period, when the model for medium
times is taken into account, the fit is close to the
data. Then, the VE diffusion coefficierd, through
the gliadins nanoparticles can be determinBdR?
is 200 x 1074s™1. As the average particle radius
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Fig. 6. BZC release in ultra pure water from 550.3 W protein mg ' loaded nanoparticles at 28 fitted by short time model (—) and
by long time model (——-) (= 3).

is 0.45um, the VE diffusion coefficient through the in ultra pure water. Indeed in these conditions, the crit-

gliadins nanopatrticles is estimated arounti#40.1 x ical micellar concentration is 70 gt.

105 um?h1, ie. 6.0£0.3x 1009m?s1, The evaluation of BZC diffusion coefficienD), is
based on the long time model, for whi€iR? equals

3.3.2. BZC in vitro release study 1.01 x 10~*s71. As the mean particle diameter is

The in vitro release was performed atZ5during ~ 0-475um, the BZC diffusion coefficient through the
more than 150 h in ultra pure water. The BZC release 9liadins nanoparticles is evaluated arour8i20.1 x
profile is represented iRig. 6. 10°pm?h~t ie. 6.0£ 0.3 x 10 * m?s L.

In less than 30 min, a rapid release occurs until 11%
of the total released amount. This first period can again 3.3.3. Comparison of release studies
be attributed to the drug desorption from the particle  In organic phases, diffusion coefficients are usually
surface. Then the drug diffuses very slowly inside the about 16°m2s1. Here the coefficients are clearly
nanoparticles; in fact, in more than 150 h, only a fur- much lower (1.12 1072°m? s~ for VE and 6.36x
ther 2% of the drug is released after the initial rapid 10~?*m?s~! for BZC). Thus, these results confirm
release. that the drug is retained by the nanoparticle matrix

Once again, BZC kinetics is fitted by the model of a Table 2.
diffusion process in a homogenous sphere. SEM con- The diffusion coefficient obtained using the homo-
firms that nanoparticles size remains constant before geneous sphere model is different according to VE
and after the drug release. After fitting, the data by and BZC. This could be related to the different drug
Egs. (6) and (8), i.e. short and long time modefs, affinity for gliadins.
values are respectively 0.5367 and 0.9669. Again, the After 30 h, about 30% of encapsulated VE are re-
data are not fitted properly by the short time model. leased; on the other hand, after the same time, only
As for VE release, the diffusion process in a homoge- 11% are released for BZC. This remark is verified
nous sphere underestimates the “burst effect”. It can more accurately after 120 h. Indeed, the release media
be noticed that there is no BZC decrease, as for VE. are different for both drugs. However, the drug release
It is not surprising, because no micelle formation can process is related to the particle permeabilRy,of
occur at such concentrations of the PE F68 surfactant each specific drug. In fact, this is a function of the drug
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mean radius about 450-475nm. Three drugs of dif-

Drug released percentage as a function of the release period a”dferent polarity: hydrophobic Vitamin E slightly p0|ar

the drug diffusion coefficient through the loaded nanoparticles
observed and compiled according to the drug

PA Time (h) Released Diffusion coefficient
drug (%) (m?s1)
VE 1 13.2 1.12x 1020
30 30.6
120 70.1
BZC 1 11.1 6.36x 10721
30 11.7
120 12.3

diffusion coefficient,Dqryg, across the particle and of
the drug partition coefficienqryg between the par-
ticle and the release medium as showrkip (9).

Kdrug: Dyrug )

with d the distance covered by the drug through the
nanopatrticle, i.e. in this case, the particles radius. For
both drugs, the nanopatrticles radii are equivalent, thus
d is similar and cannot explain the factor of two be-
tween the diffusion coefficients.

The only modified parameter between the two cases
is Karug- The most appropriate explanation may be
that Kgrygfor the (VE/gliadins nanoparticles/decane)
system is lower than for the (BZC/gliadins nanoparti-
cles/water) system.

In the literature, the all-trans-retinoic acid (RA)
release has been observed from gliadins nanoparti-
cles (Ezpelleta et al., 1996), in 100 ml of PBS at pH
7.4 with 15mg of gliadins nanoparticles containing
60 RApggliadinsmg?. A similar two steps profile
is observed. The first 20% is released by a burst ef-
fect. After the third hour, a slower release takes place.
Ezpelleta et al. (1996had supposed that the phe-
nomenon is ruled by a diffusion process. After 3h, a
similar amount of vitamins (RA and VE) is released by
gliadins nanoparticles: around 20% for RA and 25%
for VE, even if the conditions of temperature and of
drug/release medium are not identical.

P =

4, Conclusion

In conclusion, by a desolvatation method, drug
loaded gliadins nanoparticles are obtained with a

P7

aromatic mixture and amphiphilic cationic benzalko-
nium chloride were entrapped in the nanoparticles.
The closer the drug and gliadins polarity, the better
the drug entrapment. The release from loaded par-
ticles, of Vitamin E and of benzalkonium chloride,
has been studied and interpreted as a burst effect
completed by a drug diffusion process through the
particle modelled as a homogenous sphere. The dif-
fusion coefficients of the two drugs measured during
the release are of several decades much smaller than
in pure liquids. This confirms the strong entrapment
of the drug in the nanoparticles.

These results show that the gliadins nanoparticles
are suitable controlled released systems for hydropho-
bic and amphiphilic drugs.
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Nanosized colloidal carriers can ensure a controlled and targeted therapeutic substances delivery.
The original contribution of this work was to use biopolymers of vegetable source, which are an inter-
esting alternative to synthetic polymers. The aim of this study was to prepare submicronic particles
from wheat proteins: Gliadins extracted from gluten. The carrier preparation was based on the desol-
vatation of the macromolecules by a couple solvent/non-solvent of the proteins. In a first step, it was
of interest to elucidate the gliadin macromolecular conformation in order to understand the mecha-
nism of nanoparticle formation. The experimental work was based on SANS experiments. Because
the size of the colloidal particle suspension is an important parameter to monitor, the modelization
of the particle growth was thoroughly studied. Furthermore, it was observed that the determination
of the solubility parameters of the proteins allowed optimization of the size of the particles. From
those previous experimental results it can be concluded that there is a correlation between the
protein conformation in the solvent and the size of the nanoparticles (NP).

Keywords: Nanoparticles (NP), Protein Conformation, Gliadin, Solubility Parameter, Nucleation,
NP Growth, SANS Experiments.

1. INTRODUCTION owing to their safety, especially those used as a food
source. The selection of a suitable structure material has
a very important influence on its potential medical use.
It needs to be non toxic, non antigenic, and able to be
degraded in vivo. Comparing plant and animal proteins, it
appears that vegetable proteins may be more available and
cheaper than animal proteins.

In general, vegetable protein NP display a number of
interesting advantages. Among them, these carriers are
biocompatible, biodegradable, metabolizable, and prions
free. Moreover, they can be prepared under mild condi-
tions, without the use of toxic organic solvents or materi-
als, and they can incorporate a wide variety of drugs in a
relatively non-specific fashion.'3"7

Taking into account all these advantages of plant pro-
teins, this particular contribution will focus particularly on
the use of storage proteins from wheat gluten (gliadins)

Since a few decades, nanoparticles (NP), objects of sub-
micronic size, have focused interest in the medical or
pharmaceutical field, particularly those which consist of
biopolymers such as lipids, polysaccharides, or proteins.
These colloidal systems are very promising for their
ability to encapsulate drugs in order to protect them
from degradation by environmental stress (light, oxygen,
heat, ...). Moreover, drug loading of such carriers may
insure a controlled release of the therapeutic substance
towards specific target in the organism, increase its effec-
tiveness, decrease its losses as well as its possible harmful
side effects.'™ Furthermore, such nanoparticulate systems
offer many potentialities in various domains other than
medicine or pharmacy: food industry, cosmetology, deter-
gency, oil industry, ...>6

NP can be formed from variety of materials including

synthetic polymers’ and biopolymers (i.e., natural com-
pounds) such as proteins, lipids, and carbohydrates.®?
Natural macromolecules from vegetable sources appear
to be a very promising alternative to synthetic polymers

*Author to whom correspondence should be addressed.
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when used as structural material to prepare nanoparticles,
and their possible applications in pharmacy and medicine.

Wheat gluten is a protein carbohydrate complex, the
proteins of which are the major component. In gluten two
main fractions are present: Gliadins, (a group of proteins)
made of single chain polypeptides (average molecular
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weight 25-100 kDa) linked by intramolecular disulphide
bonds, soluble in neutral 70% ethanol, and glutenins,
alcohol-insoluble fraction, consisting of gliadin-like sub-
units stabilized by intermolecular disulphide bonds in large
aggregates (molecular weight greater than 106 kDa).'®
Gliadins are polymorphic and can be separated and clas-
sified on the basis of their electrophoretic mobility at
acid pH values in four fractions: « (molecular mass
25-35 kDa), B (30-35 kDa), y (35-40 kDa), and o (55—
70 kDa).!"22 All fractions have remarkably low solubility
in aqueous solution, except at extreme pH. This low
water solubility has been attributed to the presence of
interpolypeptide disulphide bonds and to the cooperative
hydrophobic interactions.

In the present investigation, the preparation method of
gliadin NP was studied. In a first step, the principles of
gliadin extraction were reported. Then their solubilization
was studied by applying the solubility parameter approach.
In a third step, the gliadin macromolecular conformation
was investigated by Small Angle Neutron Scattering
(SANS) experiments. Finally, the NP growth was mod-
elized. This theoretical and experimental work could allow
us to determine the relation between the solubilization
parameters involved in the formation of gliadin NP and
the size of NP.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Materials

Gliadins were extracted and purified and provided grace-
fully by Dr. Y. Popineau of the Laboratory ... Biochimie
et Technologie des protéines de I’ INRA de Nantes
(France) ...

2.1.1. Gliadin Extraction

For this study, 2 batches of gliadins were used: An extract
from corn flour of Renan variety (gliadin G2), the other
of Hardy variety (gliadin G3). Each of these batches are a
mixture of the four fractions (vide supra). For the sake of
simplicity, we will consider that each mixture is a single
protein: Gliadin G2 or gliadin G3.

For gliadin G2 the flour was delipidated in order to elim-
inate soluble and amphiphilic proteins. This favor gliadin
extraction with a very low glutenins fraction.?*?® Briefly
gluten was obtained after extraction of 1 g of wheat
flour of Renan variety in a sodium phosphate 0.05 M
pH 7.8 buffer, then in a NaCl 0.1 M and triton X 114
(20 g/L) solution.?>2® These different steps allow to obtain
gluten without glutenins. Then gliadin G2 extraction was
performed with 70/30 ethanol/water mixture (v/v). The
soluble fraction is dialysed first against water, then against
acetic acid 0.05 M. Finally gliadin obtained is lyophilized.

For gliadin G3, gluten was extracted on a preparative
scale.?! It was freeze dried, ground in a refrigerated grinder
and defated by two extractions with dichloromethane for
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2 h at 20 °C (gluten/solvent ratio: 1/10). After filtration,
residual solvent was evaporated from the gluten at 20 °C
under reduced pressure. Samples of dried gluten pow-
der were stirred gently in an ethanol/water mixture 70/30
(v/v (gluten/solvent ratio: 1/10) for 4 hours at 20 °C. The
suspension was centrifuged (10000 x g, for 20 mn). The
soluble fraction, consisting of gliadin was dialysed exhaus-
tively first against water, and then against 0.05 M acetic
acid. Finally, gliadin G3 was freeze dried.

The difference between gliadin G2 and gliadin G3
resides in the lack of glutenins in the constitution of
gliadin G2.

2.1.2. Other Materials

Ultrapure water was prepared with a Milli Q Plus appara-
tus (Millipore, Molsheim, France). Sodium chloride NaCl
was of analytical grade (Merck, Darmstadt, Germany).
Pure absolute ethanol at 99.5% was provided by Carlo
Erba Reagenti (Val-de-Reuil, France). Synperonic® PE
F68 was furnished by ICI Surfactant (Cleveland, U.K.).

For SANS experiments: Deuterated water D,O-
99.90%D and deuterated ethanol C,D¢0-99.00% with
HDO+D,0 < 0.3% were provided by Euristop (Gif-sur-
Yvette, France).

2.2. Methods
2.2.1. Gliadin G2 and G3 Solubilization

According to the nature of vegetable proteins, the size con-
trol of the NP may be reached by varying the nature of
the solvent. In order to understand the solvent effect, the
size diameter was examined through a solubility parameter
study.?”-28

Hildebrand®® defined the solubility parameter & corre-
lated to the mixing enthalpy for endothermic simple mix-
tures. In the case of a polymer/solvent mixture, it was
assumed that the miscibility of the polymer in the solvent
is possible if §, = §, with 1 and 2 representing respectively
the solvent and the polymer. For classical solvents, §, can
be found in the literature® and is expressed in (Mpa!/?).
The solubility parameter 8,, of a mixture (for instance
water/ethanol) is determined by the relation 6y = ¢ +
¢’ where 6 and & are the solubility parameters of
ethanol and water and ¢ and ¢’ their volume fraction
(¢ + ¢’ = 1). Different mixtures were prepared with ultra
pure water and ethanol which solubility parameters were
respectively 47.8 and 26.5 (Mpa!/?). 0.1% gliadin solu-
tions were prepared in EtOH/H,O mixtures of different &y,
ranged between 39.1 to 32.9 (Mpa'/?). The determination
of the solubility parameters of gliadin, was inspected for
homogeneity and transparency by turbidity measurements.

2.2.2. Determination of Gliadin Structure by SANS

SANS experiments allow observation at scales smaller
than light wavelength, i.e., smaller than a few ten of
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nanometers. Macroscopic characteristics of a protein can
be determined such as the shape and the molar mass of the
molecule.

The experiments were performed in the Laboratory LLB
of the Research Center of CEA (Saclay, France). The appa-
ratus used was “G2-3 Small Angle Neutron Scattering
Facility PAXY,” a SANS spectrometer for high resolution
(in g space) studies. The instrument is installed at the end
of the cold neutron guide G2. Incoming polychromatic
neutrons are monochromatized by a mechanical velocity
selector from which the spectral range extends between 3
and 20 A with a resolution of approximatively 10%. The
wave length may vary from 0.4 to 2 nm. The sample holder
is equipped with a double goniometer and two independent
rotating tables. The BF; multidetector can be positioned at
any distance between 1 and 7 m from the sample in its vac-
uum tube. The collimation of the incident beam is carried
out using diaphragms disposed at 2.5 and 5 m along the
7 m vacuum tube. The scattering angle range (26) extends
from 0 to 60° for distance sample detector <3.5 m. The
data treatments can be done by using available home pro-
grams on PC.

The neutronic diffusion corresponds to the structure
observation through a disc of radius 27/q. g is the diffu-
sion vector, it is defined by the following equation

0 = 47sin(20)/A (1)

0 is the diffusion angle while the wave length of the inci-
dent beam is A.

According to the diffusion vector g observed, the shape
and the molar mass of the molecule can be determined.

Compared to small molecules, proteins exhibited
enhanced flexibility and multiple conformations.® The
gliadin conformation promoted large discussions. Some
authors®" 32 showed that in a 70/30 v/v EtOH/H,O mixture
gliadins are prolate ellipsoids. Other authors by Small
Angle X-rays Scattering (SAXS) studies** showed that the
modelization of the gliadin conformation was represented
by a cylinder. SANS experiments should allow to elucidate
the proper conformation of the protein.

In the Guinier domain,®* the diffusion is due to the
whole structure characterized by the giration radius R, of
the macromolecules, theorically defined as the mean
square root of the square of the distance of the chain length
from the gravity center.

R, is calculated from the slope of the curve
Inl(q) = f(q?), with I(gq) the diffused intensity. R., the
radius of the section of the macromolecule, and its length
L are calculated from the slope of the curve In(gl) =
().

According to the presumed shape of the macromolecule,
R, and R, allow to reach the characteristical parameters
of the macromolecule geometry:

— for a prolate ellipsoid of major axis a and minor axis b,

2 2
R,=d*/5+b%/10 and R, =by?2 )
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— for a cylinder of length L and radius R,

2 _ 712 2 —
R2=L1%/12+R*/2 and R, =R\2 3)

2.2.3. Preparation of Protein Nanoparticles

Several methods have been reported in the literature for
the preparation of nanoparticles from protein raw mate-
rials. Coacervation or controlled desolvatation methods
have been developed using solvent or electrolyte as the
coacervation agent or by adjusting the pH or the ionic
strength.!* 153537 In the coacervation methods promoted
by solvents, the first step consists in dispersing the macro-
molecules in an adequate solvent (good solvent, GS), then
adding the mixture to a second solvent which is a non
solvent (NS) of the macromolecules. A required condition
is that the solvent and the non solvent phases are misci-
ble. Recent publications,? 3 which were interested in the
precipitation of synthetic polymers, pointed out that the
“Ouzo effect,” i.e. a spontaneous emulsification process,
is at the origin of the phenomenon. It enables one to cre-
ate a dispersion of small droplets in a surrounding liquid
phase without the use of surfactants, clouding the precip-
itation medium. According to this observation, the Ouzo
effect could be used for preparing a variety of aqueous
dispersions including NP.

The coacervation process is applied to a macromolecular
solution to reduce the solubility in the system to such
a degree that appropriate phase separation of the macro-
molecule takes place, that is the formation of a
macromolecule-rich phase. The desolvatation leads to
macromolecule precipitation or to coacervate formation.
The phase separation is induced by a phenomenon of the
polymer supersaturation (solvent evaporation, variation in
temperature, pH, addition of non-solvent of the polymer,
addition of ionic reactants, ...). It is assumed* that, before
phase separation is observed, a conformational change
in the macromolecule occurs. The addition of a desol-
vating agent (NS) shrinks the macromolecule coil which
becomes smaller and smaller until the phase separation
from the solvent occurs. It is possible to monitor the phe-
nomenon by turbidity measurement. A desolvatation agent
decreases the turbidity because of the decrease in macro-
molecular size. To prepare small particles, it is important
to maintain the system just outside the coacervation region.
The addition of the coacervation agent should stop as
soon as the Tyndall effect bounded to the macromolecules
aggregation turns the system turbid.!® It was interesting to
point out that these observations are in contradiction with
the Ouzo effect suggested by Vitale et al. and Ganachaud
et al.*®3% The Tyndall effect observed in the case of gliadin
NP occured at the end of the nanoprecipitation instead of
promoting the precipitation.

For the preparation of gliadin nanoparticles, gliadin G3
was chosen. The desolvatation method for gliadin NP
preparation was previously described by Ezpeleta et al.'?
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Briefly, 0.5% w/v of gliadin were solubilized in 20 ml of
an ethanol/water phase. After filtration through a 0.45 um
membrane, the ethanolic solution was poured into a
40 ml of a constantly magnetically stirred physiological
saline solution (0.9% w/v NaCl) containing 0.5% w/v
Synperonic® PE/F68 as stabilizer. The ethanolic solvent
was then eliminated by evaporation under reduced pres-
sure with a Rotavapor R114 (Biichi, Switzerland). Gliadin
NP thus prepared were purified by centrifugation, Sigma
3K30 centrifuge (Bioblock Scientific, Illkirch, France)
equipped with a 12159 rotor. The NP were resuspended
in 2 ml of supernatant by ultrasonification for 3 sessions
of 5 minutes. NP were freeze dried and stored at 4 °C in
the dark.

In order to determine the size of the NP, samples
were taken at constant intervals of time from the mix-
ture protein/GS/NS. The diameters were analysed by
SEM using a JSM T330A (JEOL, Japan) instrument.
To decrease the experimental error on the mean value and
to approach the real mean diameter, at least 5 micrographs
were taken from different places of each sample. Thus
about 250 NP were measured, and the experimental error
was about 10%.

The particle size was also determined by Quasi-elastic
Light Scattering (QELS), with the help of a Malvern
instrument (France) equipped with an ALV 5000 correlator
having 256 digital counters.

3. THEORETICAL BACKGROUND

When the protein in its GS is introduced in the NS two
kinds of precipitate can occur: Either small crystals,*! or an
amorphous precipitate promoted by Van der Waals forces
between macromolecules.

Works of La Mer* and Mersmann® will be taken in
account as models. They pointed out two consecutive
and competitive steps which are nucleation and crystal
growth.

3.1. Supersaturation and Precipitation Process

The energy concerned in a precipitation process (for
instance by adding a non-solvent) is the chemical potential
variation

Ap =kT In(C/C*) 4)

with C the solute concentration in the GS and C* the
saturation concentration in the NS, i.e., the maximum dis-
solution concentration of the macromolecule. If C > C*
when the solute precipitates, the solution is called super-
saturated.

If B is the ratio C/C*, Eq. (5) becomes

InB=Awu/kT (5)

Figure 1 represents the diagram of solubility of a poly-
mer according to the concentration of the precipitating
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Fig. 1. Macromolecule concentration variation according to precipitat-
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solvent.*! Four zones coexist. The curve of solubility S

represents the limit of solubility (or saturation) of the
solute in solution, i.e. B is equal to 1. For concentrations
in molecule lower than C#*, the solute is soluble in solution
(stable zone). Above S, supersaturation is reached (8 > 1).
According to the B value, three kinds of behavior can be
observed:

— B> 1, the solute excess precipitates instantaneously
and gives an amorphous precipitate

— B is weaker but still greater than 1, the solute crys-
tallises in the nucleation zone. Near the precipitating
zone crystallization generates very small and numerous
microcrystals.

— Finally for the metastable zone, 8 is about equal to 1,
the nucleation process cannot occur. However the nuclei
yet formed are growing, generating eventually new germs
by shocking one to the others or against a wall (heteroge-
neous nucleation).

Different authors suggest that a second nucleation step
occurs, called a secondary or heterogeneous nucleation.

3.2. Nucleation and Particle Growth Process

Nucleation was defined by La Mer*? as “the process
generating from a metastable mother phase the initial
fragments—nuclei or germs—of a new more stable phase
which will evolve thereafter and spontaneously towards the
stable entities of more important size.”

According to Galkin,* classical models established by
La Mer and Mersmann were a good approximation of
what happens in fact. Indeed several authors*>%® consid-
ered that classical nucleation theories account perfectly for
crystallisation or precipitation of amorphous objects. They
suggested that, in spite of the complexity of the struc-
ture of the proteins and their behavior in solution, there
are important similarities between the mechanisms and the
kinetics of precipitation of proteins and those of inorganic
salts.

However, for proteins the nucleation step is very lim-
ited in time. For a high saturation, the nucleation rate is
important even instantaneous.*’>°
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3.3. Particle Growth Process

The growth process of a colloidal particle was studied
by Sugimoto.’! According to this author, for a colloidal
particle, the first step of growth begins by diffusion of
a solute molecule towards the surface of the solution.
It is followed by the integration of this molecule to the
surface.

Assuming that R is the particle radius, 6 the thick-
ness layer, and x the distance from the particle center,
the molecular diffusion flux J passing through the spher-
ical surface of radius x in the diffusion layer is given by
Fick’s law.

If C1 is the solute concentration at the solution/surface
interface, the diffusion flux is given by relation (6)

J =47 DR(R+8)(C—C1)/6 (6)
D is the diffusion coefficient
J is related, on the other hand, to dR/dt
J =4mR*/V,, -dR/dt (7)

V., is the macromolecule molar volume
The diffusion process is followed by the integration pro-
cess of a molecule in the surface

J =41 R*k(C1—C%) (8)

k is the integration constant. The integration process is
assumed to be a first order process.
From the two previous equations, it can be deduced

(Cl—C*)/(C—Cl)=D(1+R /8)/kKR  (9)

According to the literature, two approaches seemed to be
the more appropriate to explain protein precipitation.*! 48

3.3.1. Growth Controlled by the Diffusion Process

If growth is controlled by the diffusion process, the dif-
fusion coefficient D could be expressed by the relation
D « kR, which leads to C1 = C*. It can be shown that:

dR/dt = DV, (1/R+1/8)(C — C¥) (10)

It can be noticed that dR/dt decreases when R increases,
which means that the variation of R with time becomes
smaller as the particle grows, if (C — C*) can be regarded
as constant. The growth curve of a NP, R = f(¢), tends to
be asymptotic.

3.3.2. Growth Controlled by the Integration Reaction

If D> kR, then C = C1 and the growth is limited by the
integration reaction at the surface. In this case,

dR/dt = kV,,(C—C*) (11)

This equation shows that if the concentration gradient is
constant, R is a linear function of time, provided that
(C — C*) can be regarded as constant.
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4. RESULTS AND DISCUSSION
4.1. Gliadin G2 and G3 Solubilization

As previously described, it is assumed that the solvent
which best solubilizes a gliadin has the same solubility
parameter as this protein.?

When varying the ratio ethanol/water (EtOH/H,0) from
50/50 to 70/30 v/v, the solubility parameter varied from
39.1 to 32.9 (Mpa!/?). We observed that the clearest solu-
tion was obtained for a solubility parameter of: 34.5+0.5
(Mpa'/?) for G3 corresponding to an ethanol/water ratio of
62/38 (v/v), and 38.540.5 (Mpa'/?) for G2, corresponding
to an ethanol/water ratio of 52/48 (v/v).

These values signified that G2 was the most soluble in
an ethanolic/water mixture 52/48 (v/v), while the best mix-
ture was 62/38 (v/v) for G3. It can be assumed that gliadins
were in an expanded conformation in these solvents. To
control this hypothesis, the conformation of gliadins was
investigated by SANS.

4.2. Determination of Gliadin Structure by SANS

Because of the lack of contrast between water and ethanol,
the experiments were performed with deuterated solvents:
D,0 and EtOD.

G2 was chosen because of its relative purity, compared
to G3, particularly because it contains a very few amount
of glutenins.

Different experiments involving gliadin in different mix-
tures EtOD/D,0O v/v were performed.

4.2.1. Modelization of the Experimental Results

Figure 2a and Figure 2b showed the variation of In(/) ver-
sus g* and In(gl) versus g*. The slope analysis and the
value of I at g equals zero allow the determination of
the characteristical parameters of prolate ellipsoid or of
cylinder. With these characteristical parameters, the theo-
retical 1/1(0) = f(q) curves could be calculated and plot-
ted. These graphs are then superposed on the experimental
values 1/1(0), in order to determine if the protein confor-
mation is a prolate ellipsoid or a cylinder.

When this modelization was applied to our experimen-
tal results, the mean square variation could not allow to
distinguish between the two shapes.

In order to distinguish them, L., the contour length,
independent of R. and R,, defined by

L.=m-1(0)/1.(0), with [I.(0)=F=%I(0),
was calculated. F was the normalization factor. Table I
displayed the parameters of the two conformations. By
comparing L, with on the one hand , the cylinder length L,
and on the other hand, the major ellipsoid axis 2a for
different mixtures, one could not distinguish between the
two shapes. We chose the cylinder shape because its
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Fig. 2. (a) Guinier representation of diffused intensity InI versus g¢°.
(b) Representation of Ingl = f(g¢*) for gliadin G2.

treatment is simpler. Table I presented in its last col-
umn the parameters obtained after modelization. They con-
firmed the experimental values of d and L. They are close
to the experimental dimensions of the rods of yGliadin
and wGliadin in solution obtained by Thompson.?!

4.2.2. Correlation Between the Solubility Parameter of
the Good Solvent and the Gliadin Conformation

The values of L and d obtained from the different exper-
iments showed that the largest conformation was obtained
for the mixture 62/38: The value of L is maximum
(25 nm), as the value of d is 3.5 nm.

From other experiments we observed that, in deuterated
solvents the solubility parameter of G2 was changed: The
best solvent mixture was obtained for 62/38 EtOD/D,0O
v/v, which corresponded to §; = 34.5+0.5 (MPa'/?).

When considering the two previous observations, we
could conclude that the greatest conformation of gliadin
G2 was obtained when the solubility parameter of the sol-
vent was the same as the gliadin’s one 6, = 34.5+0.5
(MPa'/?).

A similar study was performed for gliadin G3, and sim-
ilar results were obtained: considering the cylinder model,
the greatest conformation of gliadin G3 (L = 18 nm, d =
2.6 nm) is obtained when the solubility parameter of the
solvent is the same as the gliadin’s one.

4.3. Experimental Nanoparticle Formation and
Process of Nucleation

Figure 3a showed NP obtained by SEM and Figure 3b the
distribution curve obtained by QELS. They are observed
two hours after their preparation.

The initial gliadin concentration in GS (62/38
H,O/EtOH v/v) was 4.25 g/L. The saturation concentra-
tion of gliadin in NS (H,0 + NaCl 0.9% + Synperonic®)
was 0.869 g/L. This value could seem rather high because
gliadin is not soluble in salted water but the little amount
of surfactant PE F68 favours the dissolution of gliadin.

The value of (C — C*), which characterized the satura-
tion, was then 3.381 g/L. As = C/C* >>1, the conditions
were fulfilled an amorphous protein precipitation, as seen
before.

Observing the NP with a polarizing microscope, it could
be concluded that no sign of crystallization occured
because no birefringence and no color were observed, so
that NP were amorphous.

Figure 4 shows the evolution of G3 gliadin NP sizes
with time. As soon as the non solvent was added in the
medium, particles formed, which is in favour of an instan-
taneous nucleation.?’

Moreover two different curves could be observed:

— a linear curve for the minimum particles diameter, par-
allel to the abscissa,
— a linear curve for the mean particles diameter.

This means that the distribution of size is bimodal:

— small particles, about 70 nm in size, which size did
not change with time. It may be assumed that these small
particles could generate nucleation growth.

— larger particles growing with time.

Table I. Gliadin G2 characterization by SANS.
Cylinder
EtOD/D,0 R, (nm) R, (nm) d (nm) L (nm) L, (nm) parameters after
(vIv) C(g-L™) (£2%) (£3%) cylinder cylinder 2a (nm) (£5%) modelization (nm)
52/48 35 4.38 1.18 3.32 14.6 19.45 18.85 d=3.6;L=16
52/48 5.5 441 1.4 3.96 14.5 19.5 16.4 d=4.0;L=155
55/45 17.1 6.17 0.85* 2.4 21.2 27.5 26.7 d=35L=23
62/38 18.3 6.97 1.24 3.5 23.8 21.9 26.8 d=35,L=25
70/30 12.9 5.76 0.81* 2.29* 19.75 25.7 23.7 d=30;L=21
*Imprecision (lack of data at large q).
P8 .
3176 J. Nanosci. Nanotechnol. 6, 3171-3178, 2006



Orecchioni et al.

Gliadin Characterization by Sans and Gliadin Nanoparticle Growth Modelization

e

wn

[

R
g |

Fig. 3. (a) SEM micrograph of gliadin NP. (b) Distribution curve of
gliadin NP obtained by QELS.
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As the evolution of the mean diameter versus time
appeared linear, a growth process by integration reaction
could be assumed, (vide supra Eq. (11)). When applying
Eq. (11), the value of constant k can be found: 4.12 m-s~!,
which value is quite fast for a NP growth. As assumed
before, this demonstrated that Galkin’s approach seemed
valuable for proteins nucleation and particularly for

gliadin.
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Fig. 4. Diameter kinetics during NP elaboration.
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Fig. 5. Evolution of gliadin G3 NP with the solubility parameter of the
solvent.

4.4. Influence of the Solubility Parameter of
the Good Solvent on NP Precipitation

As the solubility parameter plays an important role in the
conformation of the gliadins, it is interesting to look for
the influence of this parameter on the NP size (Fig. 5).

The gliadin G3 NP were prepared and allowed to grow
during 2 hours, and their size were measured by QELS.

Figure 5 showed that the size falls to a minimum (about
150 nm) when the solubility parameter of the solvent was
the same as the gliadin one, i.e. 34.54+0.5 (MPa'/2).

4.5. Relation Between the Gliadin Macromolecular
Size and the NP Size

In the conclusion of Section 4.2.2, the macromolecular
size of the protein was the greatest when the solubility
parameter of the GS corresponded to the solubility param-
eter of the protein. For this same solubility parameter, in
Section 4.4, the NP size was the smallest.

Thus the proteins solubilization played a capital influ-
ence on the size of NP. Indeed, the more the solubility
parameter of the good solvent was close to that of the pro-
teins, the smaller were the particles. It could be deduced
from this observation that the more expanded was the con-
formation of the macromolecules at the time of precipi-
tation, the more the surface of contact between proteins
and their non-solvent was important, the more the macro-
molecules contracted and formed small particles.

5. CONCLUSION

The study of the formation of the particles indicated that
nucleation was instantaneous and that the distribution size
was bimodal. In addition the growth of the particles was
carried out mainly by integration: The incorporation of a
macromolecule to the edifice, which was the particle, was
the predominant process.

The curve of gliadin NP growth was elucidated: the
evolution of their mean diameter with time was linear.
This signified that one could stop the growth at a given
size if it could be possible to freeze the system, at a min-
imal particle size or at another required size.

Moreover, the proteins solubilization plays a capital
influence on the size of NP. Indeed, the more the solubility
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parameter of the good solvent was close to that of
the proteins, the smaller were the particles. It could be
deduced from this observation that the more expanded was
the conformation of the macromolecules at the time of
precipitation, the more the surface of contact between pro-
teins and their bad solvent was important, the more the
macromolecules contracted forming the smaller particles.
Briefly, the smallest particles were obtained from the pro-
tein solution in which the protein was the more expanded.
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Abstract

Pseudomonas fluorescens is a highly heterogeneous species and includes both avirulent strains and clinical strains involved in nosocomial
infections. We previously demonstrated that clinical strain MFN1032 has hemolytic activity involving phospholipase C (PlcC) and biosurfactants
(BSs), similar to that of the opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa. When incubated under specific conditions, MFN1032 forms
translucent phenotypic variant colonies defective in hemolysis, but not necessarily in PlcC. We analyzed eight variants of the original strain
MFN1032 and found that they clustered into two groups. Mutations of genes encoding the two-component regulatory system GacS/GacA are
responsible for phenotypic variation in the first group of variants. These group 1 variants did not produce secondary metabolites and had
impaired biofilm formation. The second group was composed of hyperflagellated cells with enhanced biofilm capacity: they did not produce BSs
and were thus unable to swarm. Artificial reduction of the intracellular level of c-di-GMP restored the ability to form biofilm to levels shown by

the wild type, but production of BSs was still repressed. Phenotypic variation might increase the virulence potential of this strain.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Pseudomonas fluorescens; Phenotypic variation; Biofilm; c-di-GMP; Biosurfactants

1. Introduction

Environmental adaptability of microorganisms results from
genetic diversity and natural selection. Bacteria also have
complex regulatory networks enabling them to colonize
a variety of environments [1].

This adaptive behavior can be correlated with phenotypic
variation, which is mainly, but not necessarily, influenced by
the external environment. One process involved in phenotype
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diversification is phase variation, which is usually a reversible,
high-frequency phenotype switching corresponding to differ-
ential expression of one or several genes. Phase variation
generates subpopulations within a clonal population. The
switch between the various states is generally a stochastic
event which can be modulated by external factors [14].
Reversion is a requirement to be considered as phase variation,
but it cannot be observed under laboratory conditions [32].
Several studies have described mechanisms involved in phase
variation, and although observations of phase variation are
increasing, few mechanisms have been reported. These can be
divided into genetic rearrangements (DNA inversion or
duplication, transposition, homologous recombination, slip-
ped-strand mispairing) or epigenetic modification/regulation
[11].

In Pseudomonas sp., phenotypic variation has been described
for rhizospheric bacteria and the opportunistic pathogen
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Pseudomonas aeruginosa, representative of the genus. Pheno-
typic variation in crop-protective bacteria Pseudomonas was
shown to affect mainly the production of exo-enzymes,
secondary metabolites and colonization properties [2,26,28,31].
Most of the strains displayed increased motility, generally
associated with a longer length of flagellum. These phenotypic
variations are correlated with the accumulation of spontaneous
mutations in the gacS or gacA genes [29]. These genes encode
the GacA/GacS two-component regulatory system which
regulates secondary metabolism, exo-enzyme production and
biofilm formation, among other functions. Random spontaneous
mutations of the gacA and/or gacS genes seem to result from
a dysfunction in the MutS mismatch repair system, which is
negatively regulated by the general stress—response regulator
RpoS, itself under the control of the Gac system [30]. These
mutations seem to be mediated by site-specific recombinases,
although the molecular mechanism has not yet been established
[6,19]. The site-specific recombinase is probably responsible for
phase variation, and gac mutants could be selected a posteriori.
Phenotypic variations, mainly biofilm-related, frequently occur
in the pathogen P. aeruginosa as a result of environmental
pressure [16]. Small colony variants (SCVs) have also been
isolated from the lungs of cystic fibrosis (CF) patients and this
phenotype has been associated with the ability of P. aeruginosa
to persist in the lungs and cause chronic infection [34]. Contrary
to rhizobacteria, spontaneous gac mutations are not assumed to
be involved. By sensing environmental factors, a complex
regulatory network controls phenotypic variation (and perhaps
the switch between acute infections and chronic persistence) [8].
The GacS/LadS/RetS pathway may play a key role by finely
controlling the level of RsmZ and subsequent free RsmA, which
plays a critical role in P. aeruginosa virulence [21]. SCV
emergence is enhanced in gacS~ PA14 biofilm (which could
also correspond to a low level of rsmZ), but functional GacS is
necessary for the reversion process [4].

A biofilm-related phenotype also seems to be related to the
intracellular level of the second messenger c-di-GMP [12].
Although c-di-GMP regulation of biofilm has been reported in
diverse bacteria, the mechanism responsible for the switch is
not yet understood.

We report the first phenotypic characterization of variants
from a clinical Pseudomonas fluorescens strain, MFN1032,
isolated from a patient suffering from pulmonary tract that we
had reported previously [3]. This strain displayed phenotypic
variation when incubated at 37 °C. Our objectives were to
determine whether these variants enhanced the virulence of
this opportunistic pathogen and to identify the mechanism(s)
involved.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and culture conditions

Strain MFN1032 was isolated from a patient suffering from
pulmonary tract infection and identified as P. fluorescens biovar

1 [3]. The bacteria were cultured in Luria Bertani medium (LB)
or King B (KB) medium and incubated at various temperatures

between 17 and 37 °C in a gyratory shaker at 180 rpm. When
necessary, 15 pg/mL gentamicin and 40 ug/mL IPTG were
added.

2.2. Measurement of phase variation frequencies

Aliquots of 20 mL of KB were each inoculated with one
colony from KB agar plate and the cultures grown for three
days, with shaking, at 28 °C or 37 °C. The optical density of
the cultures was measured and they were diluted such that
when plating on KB medium, an average of 300 colonies per
plate were obtained. For estimations of frequency, at least
1500 colonies were counted. The frequency of switching was
obtained by dividing the number of switches by the number of
generations.

2.3. Extracellular activities

Lecithinase and protease activities were recorded after 48 h
incubation at 28 °C on eggyolk and milk agar plates, respec-
tively. Agar plates supplemented with 2% sheep red blood
cells (SRBCs) were used to screen for B-hemolytic activity (B-
HA) after 24—48 h growth at 28 °C. The plates were examined
for enzyme activities on substrates. Opaque zones showed
lecithinase activity, whilst protease and hemolytic activities
produced clear zones.

2.4. Biosurfactant (BS) analysis

Reverse-phase liquid chromatography coupled with mass
spectrometric detection was used to identify BSs. The method
was adapted from Morin [20]. When required, a drop-collapse-
test was also performed as previously described [25].

2.5. Motility assays, static biofilm assay
and quantification

Motility and microarray biofilm assays were performed as
described previously [25].

2.6. Electron microscopy

Visualization of flagella was performed as described
previously [25].

2.7. Scanning confocal laser microscopy analyses
of biofilm

Biofilms were formed on glass microscope slides immersed
in 30 mL of LB medium in 9 cm diameter Petri dishes. Cells
were labelled with 2.5 uM of Syto 61 Red fluorochrome
(Molecular Probes) for 5 min at room temperature and cellu-
lose polymers were stained blue using the calcofluor white
fluorochrome (Sigma) (0.3 mg/mL). Slides were washed twice
in phosphate-buffered saline and biofilms were observed using
a Leica DM6000B confocal microscope (Leica Microsystems,
Heidelberg, Germany), with the immersion 63X objective.
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Confocal stacks were collected and images were processed
using Leica Confocal Software.

2.8. Genetic complementation

The plasmids pMP6562 (carrying the gacS gene), pMP5565
(carrying the gacA gene), pMP6603 (carrying both gacS and
gacA genes) and the parental plasmid pME6010 were generous
gifts from B. Lugtemberg of Leiden University [29]. pSV35 and
pSV35RetS™ were generous gifts from S. Lory of Boston
University and pJN2133 (expressing PA2133, a PDE enzyme
from P. aeruginosa 1) [15] from C. Harwood of the University of
Washington. Each plasmid was transferred to MFN1032 and
variants using the technique of Enderle et al. [7].

3. Results

3.1. Phenotypic variation occurs during growth
of MFN1032 on specific rich media

MFN1032 was isolated from a patient suffering from
a pulmonary tract infection. The original isolate formed thick
opaque colonies (most colonies in Fig. 1A). Phenotypic vari-
ation was observed when cultures were grown on KB medium
or egg yolk agar (medium used to screen for lecithinase
activity) (Fig. 1A and B, respectively). After three days of
growth in liquid KB medium, flat and translucent colonies
were found (Fig. 1A). However, a typical P. fluorescens
laboratory strain, MF37, originally isolated from milk, dis-
played no phenotypic variation, even after several days of
growth in liquid King B medium.

The mean frequency of MEN1032 variation was 4 x 10>
switches per generation at 28 °C and 4 x 107* at 37 °C.
Phenotypes of the variants were stable and were retained in
subsequent cultures. No reversion to the wild type phenotype
was observed under these conditions. As the frequency of
variants was higher at 37 °C, we investigated virulence by

testing for potential virulence factors and colonization
capacity.

3.2. MFN1032 variants display different
extracellular activities

P. fluorescens phenotypic variation mainly affects extra-
cellular enzymes and secondary metabolites. The extracellular
activities of the variants were investigated and compared with
MFN1032. The wild type MFN1032 produced protease and
lecithinase activities. Lecithinase activity was mainly due to
the production of PlcC, an enzyme involved in secreted HA
(sHA) of MFEN1032 [24]. These factors are involved in
MFN1032 virulence, so they were screened for in eight
translucent colony variants which were isolated from KB
medium and then plated on appropriate media (i.e. egg yolk
agar for lecithinase activity, milk agar for protease activity and
SRBC agar for HA). Four of the variants expressed none of
these extracellular activities (group 1) and four were only
deficient for HA (group 2) (Table 1).

3.3. Phenotypic variants differ in motility, BS release
and biofilm formation

Phenotypic variation is often associated with modification
of motility and adhesion properties, two factors involved in
virulence and colonization. To test motility on solid substrates,
swimming and swarming were determined by growth on 0.3%
and 0.6% agar LB plates, respectively. Diameters of colonies
of MFN1032 and variants were measured after 16 h, 24 h and
40 h incubation at 28 °C (the optimal growth temperature of
MEFN1032). No significant difference in swimming motility
was observed between the variants and MFN1032 (Fig. 2A).
Concerning swarming ability, after 16 h of growth on 0.6%
agar LB plates, MFN1032 had completely invaded the dish,
whereas no motility was observed for group 1 and group 2
variants (Fig. 2B). Generally, swarming motility (in P. fluo-
rescens and others) is a multicellular behavior resulting from

Fig. 1. Phenotypic variation in strain MFN1032 after growth on King B (A) or egg yolk agar plates (B). Colony variants are indicated by an arrow.
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Table 1

Extracellular activities of strain MFN1032 and variants.

Activities Lecithinase Protease Hemolysis
Strains/variants

MEFN1032 + + +

Group 1 — - —

Group 2 + + -

Lecithinase, protease and hemolytic activities were determined on egg yolk,
milk or 2% SRBCs agar plates, respectively.

BS and flagellar function. The analysis of phase stationary
supernatants by HPLC—MS showed that MFN1032 was able
to produce at least three distinct (cyclolipopeptides) CLPs
when cultured in LB medium at 28 °C. Mass spectroscopic
analysis revealed the presence of two viscosinamide-like
compounds (with distinct retention time in HPLC) and an
unidentified CLP, presumed to be a massetolide and named
“a”. No CLPs were found in group 1 or group 2 variant
supernatants (Table 2).

Since the cells displayed swimming motility, loss of
swarming ability could not be due to the absence of flagella.
Electronic microscopy observation confirmed that MFN1032
had a single polar flagellum (Fig. 2C, photo B). Broken
flagella, with a size equivalent to the MFN1032 flagellum,
were observed surrounding group 1 cells (Fig. 2C, photos C
and D), whereas most of group 2 displayed a hyperflagellated
phenotype (most bacteria had four polar flagella) (photos E
and F). We also observed that group 2 cells formed aggregates

A

701 Wsh [ 24n

40h

B
(=]

Growth Diameter (mm)
W
(=]

MFN1032 Group 1

W MFN1032

16h

on the drip, while most MFN1032 cells were mainly isolated
(photos E and A, respectively).

These properties (autoaggregative behavior and hyper-
flagellated cells) are generally correlated with a biofilm-
related phenotype. It has also been reported that swarming
motility and biofilm are often inversely regulated [33]. We
therefore used confocal laser microscopy to study biofilm
formation of MFN1032 and the variants. Group 2 formed more
biofilm than MFN1032 after 24 h of growth at 37 °C, whereas
group 1 biofilm was sparse (Fig. 3A and C). Fluorescent
coloration with the cellulose-specific dye calcofluor [27]
showed that the cellulose exopolysaccharide (EPS) produced
by group 2 was higher and that by group 1 was lower than that
by MFN1032 (Fig. 3B and C).

3.4. Mutations in gac genes are responsible for changes
in group 1 variants

Group 1 and group 2 variants were transformed by electro-
poration with plasmids carrying the gacS gene (pMP6562), the
gacA gene (pMP5565), both (pMP6603) or neither (pME6010, as
acontrol). The gacS gene restored the wild type phenotype to three
group 1 variants and the gacA gene to the other (Fig. 4A). Most of
the group 1 tested displayed a mutation in the gacS gene, as
observed for most Pseudomonas rhizobacteria [29]. Gac mutants
have better growth kinetics, and consequently have been described
as enhancers of population fitness. We therefore determined the
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Fig. 2. Swimming (A) and swarming (B) motility of MFN1032, group 1 and group 2 variants. Swimming and swarming mobility were determined at 28 °C on LB
with 0.3% or 0.6% agar. (C) TEM observations of MFN1032 and variants. Bacteria in exponential growth phase were visualized after negative staining with

phosphotungstic acid (0.5%).
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Table 2
Analysis of BS production by HPLC—MS.

CLPs identified Viscosinamide-like 1

Viscosinamide-like 2 Massetolide

o
Mass (in Da) 1125,8 1125,8 1111,8
Strains/variants

MEFEN1032 + + +
Group 1 - — _
Group 2 — _

generation times of group 1 variants and MFN1032 at 28 °C
and 37°C. Group 1 variants grew slightly faster at 28 °C
(GGroupt,28°c = 49.5 = 1 min; Gwrosec = 54 £ 9 min) and much
faster at 37°C  (Ggroupi z7oc =55.2 £ 1 min;
73.3 + 3 min).

G'WT,37°C =

3.5. Effect of RetS and PDE on group 2 variants

No pMP6562, pMP5565 or pMP6603 complemented
group 2 variants. The phenotype for group 2 was thus not due
to defects in the gacS or gacA genes. We therefore searched
for retS, since a mutation in the retS gene in P. aeruginosa
gives a phenotype similar to that of group 2 variants [9] and
retS orthologs are recovered from P. fluorescens genomes
(PFL_0664 and Pfl01_0661 from Pf5 and PfOl respectively).
The retS gene from P. aeruginosa (on pSV35RetS") was
introduced in group 2 variants (parental plasmid pSV35 was
used as a control) and biofilm formation was measured in
a microarray assay. The amount of biofilm was significantly
greater for group 2/pSV35 than for MFN1032/pSV35,
consistent with confocal microscopy findings (above). Biofilm
production was lower in both group 2 and the wild type
transformed by retS than by the control (Fig. 4B). These
findings indicate that the P. aeruginosa retS gene is expressed
in MFN1032 and that it negatively controls biofilm formation.
Group 2/pSV35RetS™ did not show HA on SRBC agar and
produced no BSs (Fig. 4C and D); thus, complementation by
retS was not sufficient to fully restore the wild type phenotype.

MFN1032

A Group 1
B

Strong phenotypic variation was observed in both group 2- and
MFN1032 retS-overexpressing strains, but not in MFN1032/
pSV35 when incubated under the same conditions. These
unexpected results were reproducible in various clones and
experiments (Fig. 4C).

The effects of introducing retS into group 2 are probably
due to a shunt of a parallel pathway, possibly that involving c-
di-GMP. Indeed, biofilm phenotypes may correlate with the
intracellular level of the second messenger c-di-GMP. C-di-
GMP levels are finely regulated in a spatial and temporal
manner by two kinds of enzymes: diguanylate cyclases
(DGCs) carrying a GGDEF domain and responsible for c-di-
GMP synthesis, and phosphodiesterases (PDEs) carrying an
EAL domain and involved in c-di-GMP degradation. The
intracellular level of this second messenger was artificially
decreased in group 2 and MFN1032 by expressing a PDE
enzyme from P. aeruginosa (PA3133 encoded by plasmid
pJN2133) [15]. Biofilm formation by the transformed cells
was then assayed. Both groups 2/pJN2133 and MFN1032/
pIN2133 produced less biofilm than their controls (Fig. 4B).
The group 2 variant transformed with the gene encoding
PA2133 produced more biofilm than that transformed with the
retS gene (35 4= 3% versus 7 + 7% relative biofilm formation).
The opposite was true for MFN1032 (0% with pJN2133 versus
12 4+ 3% with pSV35RetS™), implicating different pathways in
variants and wild type. Consistent with this possibility, group
2/pIN2133 displayed a relatively stable phenotype on SRBC
agar (Fig. 4C). Nevertheless, group 2/pJN2133 variants still
displayed a hemolysis- and BS-negative phenotype, suggest-
ing that these factors are regulated independently of biofilm or
that restoration of these activities requires other conditions.
Expression of PDE in MFN1032 resulted in complete loss of
biofilm formation capacity, BS production and hemolysis (as
revealed by the drop-collapse-test from MFN1032/pJN2133
colony and culture on SRBC) (Fig. 4C and D). Expression of
each PDE and retS in MEN1032 enhanced the phenotypic
variation of the strain (Fig. 4C). These results suggest that
phenotypic variation is caused by unidentified genes which

Group 2
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©
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Fig. 3. Confocal laser microscopy analyses of biofilms from MFN1032 and its variants after 24 h growth in LB medium at 37 °C. Before scanning, cells were
stained with Syto 61 Red. EPSs were stained blue with calcofluor white fluorochrome. Values are means of data of five images from each of two experiments. (A)
Thickness of biofilm according to the (x, z) axis (the same scale is used for the 3 micrographics). (B) 3D modelling of biofilms and EPS production using Leica
software interface: top: 3D modelling of EPS production; middle: 3D representation of biofilm; bottom: superposition of EPS and biofilm 3D modelling. (C)
Comparison of thickness of biofilm (black square) and EPS production (white square) of group 1 and group 2 variants with MFN1032 as a control.
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Fig. 4. (A) gacS complementation of a group 1 variant. Restoration of wild type phenotype in a group 1 variant (after transformation with plasmid pM6562 carrying
the gacS gene), is tested by checking lecithinase and HA on egg yolk and SRBC agar plates, respectively. Phenotypes are compared with the same variant carrying
the empty vector. (B) Effect of RetS or PA2133 (PDE) on the capacity of MFN1032 or group 2 variants to form biofilm in a static microarray assay. The quantity of
biofilm was determined by measuring the ODsos,,, after 24 h of growth at 37 °C in LB. The results are means of at least three independent experiments.
(C) Phenotypic variation on SRBC agar plates. (D) HA and production of BSs from MFN1032 and group 2 variants expressing retS (pSV35RetS™) or PA2133
(pIN2133) genes. SRBC phenotypes are visualized after 48—72 h of growth at 37 °C and colonies checked for BS production by the drop-collapse-test. Plasmid

pSV35 (Gm®) was used as a control.

probably control the level of c-di-GMP in MFN1032. Thus,
the nature of group 2 variants has not been fully clarified.

4. Discussion

Phenotypic variation is frequent in Pseudomonas and can
affect competitive root colonization by rhizobacteria or
persistence of the opportunistic pathogen P. aeruginosa. This
study is the first to demonstrate that phenotypic variation can
occur in a clinical strain of P. fluorescens. Strain MFN1032
displayed phenotypic variation under specific medium condi-
tions (King B and egg yolk agar media) and temperature. The
variation frequency was enhanced (4 x 10> per generation)
when bacteria were incubated at 37 °C (human physiological
temperature). The phenotype of all variants emerging from
MFN1032 under these conditions was a translucent colony.
We studied eight variants and found that four of them
(group 1) were unable to produce secondary metabolites. As
previously observed for rhizospheric P. fluorescens strains (for
review, see Van den Broek et al.), a gac complementation in
trans of these variants restored the original phenotype. Group
1, however, was no more motile than MFN1032, whereas

most, if not all, gac mutants of rhizobacteria P. fluorescens
were more motile. A laboratory-adapted strain, MF37, was
impaired in phenotypic variation, suggesting that this
phenomenon is finely controlled. Specific characteristics may
have evolved as a result of strain adaptation to particular
niches.

Phenotypic variation in group 2 variants mainly involved
their attachment properties. The greater capacity of these
variants to form biofilms at solid—liquid interfaces was
a consequence of cellulose exopolymer overproduction and
increased flagella number. The second messenger c-di-GMP is
central to regulation of surface colonization and aggregative
behavior in prokaryotes [23]. In P. fluorescens, this molecule
has been reported to regulate the wrinkly spreader phenotype
of SBW25 by controlling production of acetylated cellulose
exopolysaccharides at a post-transcriptional level [10]. This
regulation was of the WspR regulatory protein, a GGDEF
protein with DGC activity. WspR is the final gene product and
primary output component of the chemotaxis-like Wsp
pathway, and is activated by a currently unknown signal pro-
cessed by the rest of the Wsp complex [17]. The intracellular
concentration of c-di-GMP in P. aeruginosa is controlled by
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a Wsp system (thought to function in a similar way to that in
P. fluorescens) and the SadB/SadC/BifA pathway. In PA14,
this system is believed to inversely regulate biofilm formation
and swarming motility by controlling EPS production and
flagellar functions [33]. We showed that PDE PA2133 over-
expression restored the wild type biofilm phenotype in group 2
variants. This suggested that the biofilm was a result of an
intracellular increase in the c-di-GMP level which increased
cellulose EPS production. These observations agree with
previously reported data [10]. In P. aeruginosa PAK, EPS
production is also controlled by the independent parallel
GacS/LadS/RetS pathway which controls the level of the
non-coding small RNA RsmZ. GacS and LadS act in an
opposite manner from RetS on EPS, by enhancing transcrip-
tion of rsmZ, which in turn sequesters the post-transcriptional
repressor RsmA [9]. RetS functionality has not yet been
reported in P. fluorescens, but the GacS/Rsm pathway has
been described in detail for P. fluorescens CHAO [13]. The use
of the P. aeruginosa retS gene in MFN1032 and its variants
shows that: (1) P. aeruginosa retS is functionally similar to its
ortholog in P. fluorescens, (2) RetS negatively controls biofilm
formation and (3) overexpression of the rezS gene is sufficient
to compensate for a biofilm-related phenotype presumed to be
a consequence of perturbation of intracellular c-di-GMP. This
type of phenotype compensation has already been reported in
P. aeruginosa PAK. Goodman et al. showed that PA4332
encoding a GDDEF domain protein with putative DGC
activity was able to restore the wild type phenotype of the
PAK retS mutant strain [9].

Biofilm formation and swarming motility appear to be
inversely regulated in MFN1032; it is possible that loss of
swarming was correlated with loss of BS production. However,
swarming behavior may be related to factors other than BS (such
as flagella or cell surface tension) although BS is essential to the
swarming process [22]. Bruijn et al. recently demonstrated that
CLP massetolide A produced by P. fluorescens SS01 is also
essential for biofilm formation. However, they postulated that
the role of CLPs in biofilm formation may be entirely different,
depending on the structure and hydrophobicity of the CLP
produced and the cell surface of the producing strain [5]. We
demonstrated that a strain with impaired BS release (group 2
variants) did not lose its capacity to form biofilms. Thus we think
that the CLPs produced by MFN 1032 are not involved in biofilm
formation. The regulation of CLPs in MFN1032 appeared to be
very complex. As the gac mutants did not produce BS, the GacS/
GacA system probably controls BS production, as reported in
the literature. It seems, however, that this regulation is not via the
RsmZ pathway, since retS overexpression (which also influ-
ences the RsmZ level) in MFN1032 had no effect on BS
production. Gac regulation may occur at a transcriptional level,
or at least by a different pathway. PDE overexpression in
MFN1032 suppressed BS production; therefore, both higher (in
group 2) and lower (in MFN1032/pJN2133) than wild type
levels of c-di-GMP lead to a BS-negative phenotype.
Compensation of this perturbation (in group 2/pJN2133 for
example) was not sufficient to restore the BS wild type pheno-
type. In P. aeruginosa PA14, overexpression or mutation of the
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PA4332 gene encoding a putative DGC also led to the same
phenotype (enhanced cytotoxicity and biofilm formation). It has
been suggested that the c-di-GMP level is finely controlled
temporally and/or a spatially [24]. Note that feed forward loop
regulation could explain how a single molecule can have
contradictory effects in terms of concentration and kinetics [18].

In conclusion, MFN1032 phenotypic variation is mainly due
to two different processes. First, spontaneous gac mutations lead
to variants with competitive growth advantages (as observed for
rhizospheric bacteria). Although these variants are completely
defective in production of extracellular product, they might
increase the competitiveness of the clinical strain. A second class
of variants displayed a hyperbiofilm phenotype which probably
facilitates persistence in the host during infection. The process
responsible for the emergence of these variants has not been fully
elucidated. Our findings, however, suggest a change in the
intracellular level of c-di-GMP. The genes causing phenotypic
variation and which are responsible for the c-di-GMP decrease
have yet to be identified.

The absence of BS secretion and/or production is
a common feature of all variants. Thus BS production in
MFN1032 appeared to be subtly controlled. We are currently
investigating a putative genetic network controlling BS
production in MFN1032.
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Pollution des sédiments de dragage
Procédés de bioremédiation alliés a I'électromigration

Resume

Afin de pouvoir valoriser les sédiments de dragage des ports (comme matériaux de remblai ou de
construction), il s'avére nécessaire de les traiter afin d'atténuer leur teneur en polluants inorganiques ou
organiques. Différentes méthodes de dépollution des sols peuvent étre appliquées aux sédiments. Parmi
elles, ['€lectromigration s'avére trés prometteuse pour les sédiments fins de faible perméabilité. Allier cette
technique a la bioremédiation s'avére encore plus encourageant : les biosurfactants, produits par des
microorganismes, possédent un potentiel intéressant pour améliorer les procédés délectromigration.

Morts-cLEs

Sédiments de dragage, pollution, remédiation, électromigration, biosurfactants

Pollution of dredged sediments and remediation electrokinetic processes
enhanced by biosurfactants

SUMMARY

To valorize harbour dredged sediments (as filling or building materials), it turns out necessary to treat
them to limit their content in inorganic or organic poliutants. Various methods of soil remediation can

be applied to sediments. Among them, electromigration is a promising technique that is proving to be
suitable in cleaning fine dredged sediments. Combining a bioremediation process to electromigration
seems even more promising : biosurfactants, produced by microorganisms, possess an interesting potential

to improve electrokinetic processes.

polluted dredged sediments, remediation, electromigration, biosurfactants

1 - Introduction

Nous évoquerons dans ce court article la
problématique de la dépollution des sédiments,
tout particuliérement des sédiments de dragage
des ports. En effet, les anciennes pratiques de
relargage des sédiments dragués pollués en
milieu marin n'ont plus cours en I'état. Elles
sont désormais soumises A des contraintes
réglementaires. Afin de désengorger les sites
de dépét a terre, il s'avére parfois nécessaire de
traiter les sédiments pollués, par des techniques
proches de celles développées dans le cadre de

la dépollution des sols. Parmi ces techniques,
la remédiation de la pollution de contaminants
inorganiques (éléments traces métalliques) et
organiques (tels les hydrocarbures aromatiques
polycycliques) par un procédé d’électromigration
est trés prometteuse. Mais la conjonction d'une
technique de remédiation physico-chimique
(électromigration) avec. une remédiation
biologique permet denvisager des procédés
encore plus efficaces. Nous montrerons donc
également les potentialités intéressantes des
biosurfactants dans le cadre de la bioremédiation
par électromigration.

' Surfaces et Interfaces Modifiées pour 'Analyse (SIMA) — Université de Rouen — UMR 6014 — 55 rue Saint Germain — 27000 Evreux — France
* auteur correspondant : Tél : +33 (0)2 32 29 15 35 — Fax : +33 (0)2 32 29 15 35 — E-mail : florence.koltalo@univ-rouen.fr
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Il - Pollution des sédiments
de dragage

Les pratiques de dragage de sédiments accumulés
dans les zones portuaires ou estuariennes
constituent un enjeu pour le développement et le
maintien des activités portuaires. En France, les
quantités de matériaux dragués annuellement dans
les ports et chenaux de navigation représentent
des volumes considérables : ils sont de l'ordre de
50 millions de m? parmi lesquels les sédiments
fins, qui concentrent la majorité des polluants
organiques ou inorganiques, représentent 24
millions de m? (1). Les sédiments, une fois dragués,
peuvent techniquement étre immergés ou mis en
dépét A terre ou sur des iles.

La réglementation relative aux immersions de
sédiments dragués a été révisée et complétée
en juin 2000 et en aofit 2006, aprés les travaux
du Groupe d’Etudes et d’Observations sur les
Dragages et I'Environnement (GEODE). Larrété
du 14 juin 2000 fait ainsi référence a deux niveaux,
N1 et N2, entre lesquels une analyse est requise
pour apprécier lincidence de l'immersion sur les
milieux concernés. Ces valeurs guides concernent
essentiellement les éléments traces métalliques
(ETM) et les polychlorobiphényles (PCB), mais
des recommandations sont également précisées
(mais encore & l'étude) pour dautres polluants
organiques tels les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP). Il est désormais -reconnu
que les immersions sont une voie de transfert des
contaminants vers le milieu marin; II convient
donc de prendre des dispositions de nature .a
en, limiter les impacts sur les écosystémes. Ces
dispositions tendent désormais & privilégier
les dépots terrestres (2), obligeant a terme les
collectivités & prévoir un stockage des sédiments
dans des sites de dépdt, voire de confinement.
Contrairement & l'immersion en mer, il nexiste
pas de texte réglementaire ou de guide « officiel »
concernant la gestion & terre des sédiments
de dragage. On prend alors généralement en
compte les niveaux de référence prescrits par les
textes relatifs 4 I'épandage des boues de station
d’épuration (arrété du 8 janvier 1998) (3).

Il - Procédés de dépollution

1. Techniques conventionnelles de traitement

Divers scénarios s'offrent, depuis la décision de ne
pas intervenir (mais les sites de dépot sont dores
et déja saturés en Europe) jusqu'a celle d'éliminer
en partie ou en totalité les contaminants présents
dans les sédiments, afin de les valoriser par la
suite (matériaux de remblai, de construction...).
Cela ameéne 4 développer des technologies de
prétraitement puis de traitement des sédiments.
Les procédés de prétraitement consistent
essentiellement a effectuer un tri granulométrique
afin de séparer les fractions grossiéres (graviers,

sables), réutilisables car peu ou pas polluées, des
particules fines (essentiellement des argiles), ces
derniéres concentrant la pollution. Les « fines »
doivent également souvent étre déshydratées.
Apres ces prétraitements, les boues fines polluées
peuvent étre éliminées en centre d'enfouissement,
ou bien subir différentes méthodes de traitement,
apparentées aux traitements de sols pollués :

- Les traitements biologiques sur les sols consistent
a utiliser la capacité de certains micro-organismes
a dégrader les polluants organiques (4, 5). Plusieurs
techniques sont utilisées dont la biodégradation
(bactérienne ou fongique) (6) activée par le
compostage, la phytoremédiation, etc...

- Les traitements physico-chimiques sappuient sur
des interactions physico-chimiques ou des réactions
chimiques  (adsorption/désorption,  oxydation/
réduction, acidification...) pour laver ou immobiliser
les contaminants, ou méme les transformer voire les
détruire. Concernant les réactions chimiques, ce sont
essentiellement des réactions doxydation (réactions
de type Fenton, ozonation...) qui conduisent &
l'ultime conversion en CO, pour les hydrocarbures
(7, 8). Lacidification, lors des procédés de lixiviation,
conduit plutot a resolubiliser les ETM, afin de mieux
les éliminer. Les traitements par lavage, moins
agressifs et donc moins déstructurants pour le
sol, incluent lextraction par solvant, la flottation
avec ou sans laide d’agents tensioactifs' (9). Enfin,
des procédés tels que la séparation magnétique ou
Pélectromigration (10, 11) permettent également
dextraire les éléments jonisés...

- Depuis quelques décennies, les traitements
thermiques sont adaptés aux décontaminations de
sédiments de dragage, en complément a d’autres
types de traitements (biologiques, physico-
chimiques). Parmi ces méthodes, on peut citer :
la désorption thermique (la plus courante), la
vitrification qui immobilise la pollution (12), mais
également l'incinération ou la pyrolyse, d'un colit
énergétique important...

2. Electromigration

Bien que ces méthodes soient éprouvées pour les
sols contaminés, leur efficacité n'est pas encore
avéréepourlessédimentsfinsdefaible perméabilité.
Face 4 ces inconvénients, l'électromigration est
une méthode prometteuse, applicable in situ,
sur des sols ou des sédiments peu perméables et
vise une large variété de polluants (13-14). Elle
repose sur l'induction d’'un courant électrique de
faible densité dans une matrice de sol contaminée
afin dy mobiliser les contaminants présents
sous forme chargée ou ionisée. Le courant est
appliqué par l'intermédiaire d’électrodes insérées
horizontalement ou verticalement dans la matrice
contaminée a traiter. Des phénomeénes délectrolyse
de leau et délectro-osmose apparaissent lors
de lélectromigration. Lapplication d'un champ
électrique dans le milieu, par la création d'une
différence de potentiel entre des électrodes,
provoque d’une part des mécanismes de transport,
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Figure 1

Principales familles
de biosurfactants :

() les thamnolipides
(b) les phospholipides
(c) les biosurfactants
polyméres (émulsan)
(d) les lipopeptides
(surfactine)

appelés électrocinétiques, qui sont responsables
du transport des espéces dans la phase liquide
vers l'une ou l'autre électrode et d'autre part des
réactions d'oxydoréduction. La mobilité ionique est
principalement régie par l'intensité électrique (15)
et la vitesse ionique est directement influencée par
latempérature (16). Les réactions d'oxydoréduction
permettent entre autre la fermeture du circuit,
mais modifient également le pH au voisinage des
électrodes (17). Ces phénomeénes nécessitent une
adaptation des conditions expérimentales pour
favoriser la migration des polluants concernés
{(maintien de 'humidité et contréle de pH). Il
est également possible d'utiliser le phénomeéne
délectro-osmose (qui induit un mouvement de
leau en général vers la cathode) pour éliminer
certains polluants non ionisables. La performance
du processus électrocinétique dépend par
conséquent de linteraction entre de nombreux
parametres interdépendants (18-20).

3. Les biosurfactants dans le cadre
de la dépollution

Les biosurfactants sont un sujet dintérét de plus
en plus grand ces derniéres années. Effectivement,
ces molécules dorigine microbienne présentent
les mémes caractéristiques physico-chimiques
que leurs homologues synthétiques. Ainsi, grice &
leur structure amphiphile, les biosurfactants sac-
cumulent aux interfaces et diminuent la tension de
surface. Généralement, ils ont des masses comprises
entre 500 et 2 500 g.mol™ et peuvent étre chargés ou
non. Leur CMC (Concentration Micellaire Critique)

varie entre 1 & 200 mg.L? (21), valeur plus faible
que les tensioactifs synthétiques, ce qui confére
aux biosurfactants une plus grande efficacité et les
rend donc trés attrayants. Leur activité tensioactive
est comparable 3 celle de leurs homologues
synthétiques, en atteignant des tensions de
surface allant jusqua 30 mN.m? (22). Par rapport
aux tensioactifs synthétiques, les biosurfactants
savérent plus spécifiques, plus biodégradables et
peuvent étre produits de fagon peu coliteuse sur
des substrats renouvelables (23). Enfin le contexte
réglementaire de plus en plus drastique concernant
lenvironnement pourrait fortement favoriser
ces molécules «naturelles» par rapport a leurs
homologues synthétiques (24).

Les biosurfactants sont synthétisés par certains
micro-organismes, ce qui leur permet dinteragir
avec leur micro-environnement en modulant les
phénoménes interfaciaux. IIs jouent aussi un role
physiologique en améliorant la biodisponibilité
des nutriments hydrophobes, en favorisant leur
solubilisation. Ils permettent également la régulation
des transferts de déchets et des molécules signal de
communication, et ont un impact sur les interactions
hétes-micro-organismes.

La variété structurale des biosurfactants est riche:
en effet, ils sont sécrétés par un large spectre de
micro-organismes (levures, moisissures et bactéries)
A partir de substrats nutritifs variés et en fonction
de facteurs environnementaux variables. Les bio-
surfactants comptent principalement (voir figure I) :
- parmi les glycolipides : rhamnolipides, tréhalo-
lipides, sophorolipides (25, 26) et les lipides (acides
gras, lipides neutres, phospholipides) (27);
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- parmi les polyméres tensioactifs: emulsan,
liposan (28)...

- parmi les lipopeptides-lipoprotéines: non
cycliques et cyliques dont, plus particuliérement,
la surfactine (29), 'amphisine, la viscosine (30)...
Mettant en ceuvre la capacité des biosurfactants
solubiliser les composés hydrophobes, un domaine
d'application de choix est lenvironnement (31, 32). Les
rhamnolipides, produits par la souche Pseudomonas
aeruginosa, sont intensément décrits dans la littérature
et leurs applications sont nombreuses (27, 33, 34).
Pour le traitement des eaux, ce sont principalement
les micelles de rhamnolipides qui assurent la
séquestration des métaux (35) ou des hydrocarbures
(33). Afin de solubiliser les polluants hydrophabes, le
sol est également traité par I'ajout de biosurfactant, qui
peut étre complété par un lavage a leau pour éliminer
les hydrocarbures aprés désorption (36).

Une autre classe de biosurfactants peut s'avérer trés
interessante: il sagit des cyclolipopeptides (CLP), a
cause de la variété des micro-organismes qui peuvent
produire ce biosurfactant, principalement des Bacillus
et des Pseudomonas (30, 37, 38), mais aussi grice a
la variabilité importante de leurs structures, qui les
rend « modulables» en fonction des applications:
la Jongueur de la chaine lipophile est variable, mais
également la partie peptidique, qui peut comprendre
de 7 a 25 acides aminés. Les rhamnolipides,
mais également la surfactine, favorisent ainsi la
dépollution de terrains souillés par des HAP ou
des métaux lourds (35, 39).
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Déséquestration de polluants de type
hydrocarbures aromatiques polycycliques
a l'interface de sédiments au moyen d’un
tensioactif original d'origine biologique

Resumé

Valoriser les sédiments de dragage des ports nécessite de les traiter afin d’atténuer leur teneur en polluants.
Parmi les méthodes de remédiation de la pollution inorganique, I€électromigration s'avére prometteuse.
Cependant les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), polluants particulierement nocifs pour
l'environnement, présentent un caractére lipophile qui les rend peu solubles dans I'eau et sont peu propices
a une électromigration du fait de leur caractére non ionique. Ladjonction d'un agent tensioactif anionique
doit permettre non seulement de les désorber du sédiment, mais également de mettre en ceuvre le
processus de migration électrocinétique grace au transport des HAP dans des micelles anioniques. Un
biosurfactant original (amphisine), produit par un micro-organisme (Pseudomonas fluorescens DSS73) a dans
ce but été sélectionné. Dans un premier temps, une technique d'extraction par SPE (Solid Phase Extraction)
et d'analyse par HPLC-fluorimétrie a été développée pour parvenir a doser simultanément des traces de HAP
en milieu aqueux colloidal et comprendre leur mécanisme d’adsorption a l'interface eau/sédiments. Dans
un deuxieme temps, 'adjonction d'amphisine a permis de montrer un processus de désorption des HAP de
la surface du kaolin, matériau le plus rétensif dans le sédiment modéle. Le biosurfactant sest méme montré
aussi efficace gu'un tensioactif anionique synthétique classique, le dodécyl sulfate de sodium, mais a une
concentration molaire 110 fois plus faible. '

Mors-cLEs
Hydrocarbures arcmatiques polycycligues, sédiments, électromigration, remédiation, pollution,
extraction liquide-solide (SPE), HPLC—ﬂuorimétrie, biosurfactants

Desorption of strongly sorbed polycycllc aromatic hydrocarbons pollutants
from sediment matenials using an original biosurfactant

Electromigration is a promising technique that is proving to be suitable in cleaning fine dredged sediments

of their inorganic pollutants.The electromigration process is, however, not appropriate for low water soluble,
hydrophobic, non ionic hydrocarbons, such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs — a harmful pollutant to
the environment). The addition of anionic surfactant should, however, allow not only PAHs desorption from the
sediment by solubilising them, but will allow as well performing the electrocinetic migration process.An original
biosurfactant (amphisin), produced by a microorganism (Pseudomonas fluorescens DS573), has been selected
for this purpose. First, a technique by extraction through SPE (solid phase extraction) and HPLC-fluorimetry has
been developed to measure simultaneously traces of PAHs in the aqueous phase in order to understand their
behaviour at water/sediment interfaces. Second, the addition of amphisine showed an interesting desorption
process of the PAHs from the more retentive material, i.e. kaolin. The biosurfactant was even so effective as the
classjcal anionic surfactant sodium dodecy! sulphate, but in a concentration | 0 times lower.

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, polluted sediments, electromigration, remediation, solid-phase extraction
(SPE), HPLC-fluorimetry, biosurfactants
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Figure 1

Principe du procédé
délectromigration des
HAP insérés dans des
micelles anioniques.

l. Introduction

Lobjectif des travaux présentés dans cet article est
de montrer le potentiel de molécules possédant
des propriétés tensioactives, produites par des
microorganismes (biosurfactants), & re-solubiliser
en phase aqueuse des micropolluants organiques
trés fortement adsorbés sur les particules fines
des sédiments. Le but est & terme d'utiliser les
propriétés de désorption et de piégeage dun
biosurfactant original, de type amphisine, afin de
‘utiliser comme « transporteur » dans un réacteur
fonctionnant sur le principe de l'électromigration
(1, 2), afin datténuer la pollution dans le
compartiment contenant le sédiment contaminé
(procédé de bioremédiation par électromigration
(3-5)).

Nous montrerons que la chromatographie en
phase liquide, alliée & une détection sensible et
a une technique de reconcentration de traces
par SPE (solid phase extraction), est une technique
de choix pour obtenir simultanément les iso-
thermes dadsorption dun mélange dhydro-
carbures aromatiques polycycliques (HAP) et
comprendre leurs mécanismes d'adsorption &
l'interface entre le milieu aqueux et les différents
constituants d'un sédiment modeéle. On pourra
ainsi appréhender les propriétés séquestrantes
des sédiments vis-a-vis des HAP et étudier la
remobilisation des HAP par I'amphisine, en vue
d'une dépollution ultérieure du sédiment par
électromigration.

Il. Particularités des HAP

Les polluants organiques de type HAP constituent
la troisitme classe de polluants présents dans
les sédiments aprés les ETM (éléments traces
métalliques) et les PCB (polychlorobiphényles).
Ils sont constitués dau moins deux cycles
aromatiques condensés. Leur source est désormais
principalement d'origine anthropique: les HAP

sont générés par des processus de combustion
incompléte de la matiére organique 3 haute
température, dans des conditions déficientes
en oxygéne. IIs peuvent donc provenir de la
combustion de carburants automobiles — les
moteurs Diesel étant les plus concernés (6)
— de la combustion domestique, des productions
industrielles et d'énergie...

Polluants trés hydrophobes et persistants, les HAP
sont principalement rejetés dans latmosphére
mais, peu ou pas solubles dans l'eau, ils finissent
par saccumuler naturellement dans les sols et
sédiments. Ils présentent également un fort
potentiel de bioconcentration dans les organismes
(7). Or, ces polluants sont connus pour étre
cancérigénes, voire mutagénes et peuvent avoir
par conséquent un impact non négligeable sur les
organismes vivants (8).

a. Dépollution par électromigration :
contraintes dues aux HAP

La technique de dépollution par électromigration
consiste & atténuer la teneur en polluants ionisés
en appliquant une différence de potentiel entre
deux électrodes (implantées verticalement ou
horizontalement dans le sédiment) qui provoque la
migration des espéces chargées vers I'une au l'autre
des électrodes (9). Les HAP n¥étant pas ionisés,
la technique délectromigration ne semble pas
particuliérement adaptée a ces micropolluants (10).
Loriginalité des recherches que nous allons
présenter ici consiste cependant & envisager
d’appliquer cette technique non seulement aux
ETM, mais également aux HAP contaminant
des sédiments de dragage portuaires; les
HAP doivent cependant étre préalablement
désorbés du sédiment et rendus solubles en
milieu aqueux, grice a lutilisation dagents
tensioactifs anioniques, avant détre transportés
par le processus délectromigration. En effet,
les molécules amphiphiles que sont les agents
tensioactifs, possédant une chaine hydrocarbonée
hydrophobe et une téte polaire anionique, ont la

électrode
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Figure 2
Analysede

lamphisine produite
parPseudomonas
fluorescens DSS73,
purifiée et lyophilisée,en
HPLC-UV(A=210nm).
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particularité de former des structures organisées,
les micelles, au-deld d'une concentration appelée
concentration micellaire critique (CMC). A
Vintérieur de cette micelle anionique, une ou des
molécules hydrophobes peuvent étre insérées. On
peut alors concevoir que cette micelle, chargée
négativement, sera transportée au cours du
processus d'électromigration et véhiculera ainsi les
HAP, désorbés du sédiment et donc remobilisés
dans le fluide interstitiel aqueux, par insertion
dans le cceur hydrophobe de la micelle. La Figure 1
montre le procédé d'électromigration appliqué
aux HAP, dans une cellule de conductimétrie. Le
champ appliqué est d'environ 1 V.cm™, '
Une quantité relativement importante d’agent
tensioactif étant requise pour que ce procédé
fonctionne, nous ne nous sommes pas tournés
vers des tensioactifs anioniques issus de la
synthése, mais plutét vers les biosurfactants,
agents tensioactifs produits par des organismes
vivants, et trés facilement biodégradables, ce qui
évite de rajouter une pollution supplémentaire au
sédiment a traiter.

b. Lapport des biosurfactants

En ce qui concerne le biosurfactant utilisé dans
le cadre de cette étude, il s’agit d'un biosurfactant
anionique de type cyclolipopeptide (CLP),
produit par la bactérie Pseudomonas fluorescens
DSS73. Ce CLP (amphisine) est constitué d'une
partie polaire comprenant un enchainement
de 11 acides aminés cyclisés deux acides
aspartiques étant ionisés & pH > 3,9, et d'une
chaine hydrocarbonée lipophile & 10 carbones.
La structure du CLP, ainsi que sa masse molaire
moléculaire (M = 1394,8 g mol?), ont été
déterminées par LC-MS (11) :
|

Cqo Hio 0,— Leu— Asp— Thr~Leu — Leu — Ser—Leu - Gin— Leu —lle — Asp

. Ce biosurfactant n'a jamais été testé dans le cadre

de la dépollution des sols ou des sédiments, mais il
présente lintérét d'abaisser fortement la tension de
surface du milieu, qui passe de 69,3+0,9 mN.m avant
croissance de Pseudomonas fluorescens DSS73 en

temps (min)
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milieu DMB (voir matériel et méthodes) & 30,4+0,5
mN.m" aprés croissance du micro-organisme et
production de l'amphisine.

l1l. Adsorption des HAP a I'interface
eau/sédiments et remobilisation
par un biosurfactant

1. Matériel et méthodes
1.1. Production et purification du biosurfactant

La souche Pseudomonas fluorescens DSS73 est
une souche rhizosphérique isolée d’un champ
de betterave. Le milieu de culture utilisé lors de
cette étude est le milieu Davis Minimal Broth
ou DMB (en gL KPO,: 52; KHPO,: 19;
(NH,),SO, : 0,99 ; MgSO,.7H,0 : 0,16 ; Glucose :
10,81; pH = 7) auquel est rajouté une solution
de traces contenant des oligoéléments. Du
milieu gélosé est obtenu en rajoutant de l'agar
(15 g.LY). Apres inoculation sur boite de Pétri
et incubation une semaine 4 8°C, la totalité des
tapis bactériens formés est mise en suspension
dans de l'eau trés peu minéralisée, par raclage
en surface des géloses. La suspension obtenue
est ensuite fortement agitée puis centrifugée (30
min, 18 000 g). Les mesures de tension de surface
du surnageant sont effectuées par la méthode de
la goutte pendante a I'aide d'un goniométre G40
(Kriiss, France).

Le surnageant contenant les biosurfactants
est ensuite récupéré puis purifié par extraction
liquide-solide (SPE) sur une cartouche
Strata X contenant 2 g de phase polymérique
(Phénomenex, Le Pecq, France): aprés lavage
et conditionnement, 100 mL -de surnageant
aqueux, auxquels ont été ajoutés 4 x 10-3 mol.
L! d’acide trifluoroacétique (TFA), sont percolés
A travers la cartouche. Lélution se fait ensuite 2
l'aide de 40 mL d’acétate d’éthyle. Une seconde
extraction de la phase aqueuse percolée est
ensuite effectuée. Une fois les éluats réunis, la
phase organique est évaporée a 40°C et 250 mBar
a l'évaporateur rotatif, jusqua environ 10 mlL.
Afin de se débarrasser également de l'eau, le CLP
est ensuite lyophilisé (lyophilisateur semi-pilote
SMH15, Usifroid, Maurepas, France), la période
de sublimation proprement dite durant au moins
48 h. On obtient alors un échantillon solide qui,
aprés re-solubilisation dans l'acétonitrile, est
analysé en HPLC-UV & 210 nm, sur une colonne
C,; Beckman (Fullerton, USA) (4,6 x 250 mm,
particules de 5 um) & l'aide d’'une phase mobile
constituée d’eau + 0,1% de TFA et d'acétonitrile
(25% de phase aqueuse, 75% d’acétonitrile),
a un débit de 1 mL.min. La Figure 2 montre
le chromatogramme obtenu: contrairement &
d’autres souches bactériennes produisant des CLP,
la souche Pseudomonas fluorescens DSS73 produit
un type ultra-majoritaire de biosurfactant.
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Tableaul
Gradient délution
enHPLCet
programmation des
longueurs dondes
enfluorimétrie pour
lanalyse de 16 HAP
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1.2. Analyse des HAP a l'interface
eau/sédiments

Les études de comportement des HAP 4 l'interface
eau/sédiments ont été réalisées dans un bain
thermostaté (Fisher BioblockScientific, Illkirsh,
France) & une température constante de 25°C et
sous agitation (300 rpm). Le dopage en HAP est
réalisé en introduisant une concentration connue
(C,) & partir d’'une solution mére de 16 HAP 4 100
mg.L. Lorsque l8quilibre thermodynamique est
atteint, la phase aqueuse est séparée de la phase
solide par centrifugation (40 minutes a 11200
rpm). Les HAP non adsorbés restant i 1'équilibre
en phase aqueuse (C_) étant trés peu concentrés,
un protocole de puri%lcation et d’enrichissement
par SPE est ensuite mis en ceuvre, i laide de
cartouches SPE Strata X (Phenomenex), contenant
60 mg de phase solide, couplées a des filtres
Phenex en Téflon de 0,45 um (Phenomenex). Afin
d'obtenir des rendements dextraction supérieurs
4 80%, il s'avére nécessaire -d’homogénéiser le
surnageant aqueux en rajoutant 20 % en volume
d’acétone (qualité pour HPLC, Fisher Scientific),
avant de procéder & sa percolation sur la cartouche
SPE. Les HAP sont ensuite désorbés a aide de 5
mL de dichlorométhane (qualité pour HPLC,
Fisher Scientific). Les analyses étant ensuite
réalisées en HPLC & polarité de phases inversées,
le dichlorométhane est évaporé sous flux d'azote
(apres adjonction de 60 pL de diméthylsulfoxyde),
puis léchantillon est re-solubilisé dans 4 mL

Temps

. Gradient d’élution
{min)

Acétonitrile/eau

d’acétonitrile (qualité pour HPLC, Fisher Scientific
10 yL déchantillon sont ensuite injectés sur ur
colonne C, Envirosep PP de chez Phenomenc
(150 x 4,6 mm, particules de 5 pm), avec un déb
de phase mobile de 1 mL.min, régulé par d
pompes Gold 126 Beckman Coulter. Le Tableau
présente les conditions du gradient d'élution mis €
ceuvre ainsi que la programmation des longueu
donde dexcitation et démission du détectet
fluorimétrique Prostar 363 (Varian, Palo Alt
USA). La Figure 3 montre le processus analytiq
complet, qui permet, i lissue du dosage p:
HPLC, d’obtenir la concentration de chaque HA
restant a l'équilibre en phase aqueuse (Ceq) et p
conséquent, connaissant la concentration initia
(C,) lors du dopage du réacteur, de remonter a
concentration adsorbée sur le sédiment (C ). E
faisant varier la concentration C_ en HAP, on per
alors établir les isothermes d'adsorption a 25°
pour chacun des HAP: C = f(Ceq).

2. Résultats et discussion

2.1. Adsorption des HAP sur le sable,

le limon et le kaolin

Le sédiment est un matériau issu de I'érosion
nayant pas encore subi de transformation di
génétique. Un sédiment se caractérise essentie
lement par sa granulométrie, sa compositic
minérale, sa teneur en eau et en matiére organiqu
(MO). Le classement granulométrique d

HAP détectés

55/45% 220 330 Naphtalne (1}
F .
Acénaphténe (2)
7 220 315
Huorene (3)
Phenanthréne (4)
10 250 370
Anthracéne (5)
Acétonitrile/eau Fluoranthéne (6)
13,4 55/45% 235 420 1
Gradient linéaire en 20 min Pyréne (7)

17 267

Benzo{aJanthracéne (8
385 [a] {8)

Pyréne (9)
Benzolelpyréne (10)
207 Benza[b]fluorantheéne (11)
260 420
Benzo[kIfluoranthéne (12)
25 Benzo[a]pyréne (13)
Stonitri Dibenzo[g,hlanthracéne (14
74 Acétonitrile/eau 5 - ibenzofg,hlanthracéne (14)
100/0% Benzolg,h /ipéryléne (15)
298 245 500 Indénol 7,2, 3-cd]pyréne (16)
Acétonitrile/eau
35 557450 20 330
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HAP+eau Dichlorométhane
| HAP (C,) + additifs . 4
équilibre thermodynamique ' [ I
| 24h (sable) la| 8
>2h (kaolin) . J;J _
- Eau(90mt.) — centrifugation TJ

| — . 4 4

Sédiment =

25°C (10g) eau — (G— P
1046 SPE
3 //
L e
| .g 2 d'acétonitrile
| § Bed5
£ toc] . Cpin = G, ~ G, —sothermes
‘ g " Quantification => obtention de pour chaque HAP ‘
L E 2045 14 C., (concentration restant en
15 16 phase aqueuse)
| 10
I |
I T T
0 10 20 k1]
temps (min)

HPLC - Fluorimétrie

sédiments, utilisé en géologie, différentie les plus
gros blocs, galets, cailloux ou graviers, de diamétre
supérieur a 2 mm, des sables (diamétre compris
entre 20 pm et 2 mm), limons (2 4 20 um) et des
vases ou boues argileuses (diamétre inférieur 2
2 pm). Dans notre étude, un sédiment modéle a
été reconstitué, se rapprochant des sédiments
présents dans une chambre de dépét d’'un grand
port normand. Ce sédiment modéle contient
5% de sable, de diameétre particulaire compris
entre 125 et 315 um (Sika, Hostun, France), 75 %
de limon provenant des plateaux normands,
de diamétre compris entre 4 et 100 pm (CETE,
Rouen, France) et 20 % d'argile de type kaolinite,
de diameétre inférieur & 80 pm, dont 54 % inférieur
4 2 um (Imerys, Poigny, France): la proportion
de particules fines, susceptibles de concentrer les
pollutions, est donc particuliérement élevée.

Dansun premiertemps, nousnoussommesattachés
4 comprendre le comportement d’adsorption des
HAP sur les différents constituants du sédiment.
La technique d'analyse développée (SPE-HPLC-
fluorimétrie) permet d'obtenir simultanément les
isothermes d’adsorption des 16 HAP étudiés, mais
également de comprendre leur comportement
aux interfaces & des concentrations relativement
faibles, comme cela peut survenir dans le cas de
pollutions chroniques. La Figure 4 montre ainsi
les isothermes d'adsorption de quatre des 16
HAP (pour plus de clarté) a I'interface entre 'eau
et le sable, le limon ou le kaolin. On peut ainsi

dégager deux grandes tendances de létude de
ces isothermes. En premier lieu, on voit que les
HAP ne s’adsorbent pas de la méme maniére a la
surface des différents constituants du sédiment,
ceux-ci s'adsorbant beaucoup moins sur le sable
(figure 4a) que sur le kaolin (figure 4c), le limon
étant intermédiaire (figure 4b). Les isothermes
d'adsorption atteignent en effet un plateau de
saturation sur le sable & environ 0,2 mg.L* (soit
1,8 pug de chaque HAP par gramme de sable sec),
ce plateau étant plus élevé sur le limon (entre 0,4
mg.L?! et 0,9 mg.L" selon les HAP, soit entre 3,6
et 8,1 pg.g'). Le plateau de saturation n'est du
reste pas atteint sur le kaolin, dans les gammes
de concentrations étudiées, ce qui montre que
les particules les plus fines sont extrémement
rétensives vis-a-vis des HAP (on dépasse 9 pg de
HAP adsorbé par gramme de kaolin). En deuxiéme
lieu, on peut observer que les HAP ne s'adsorbent
pas de la méme maniére selon qu’ils sont légers
(acénaphténe, phénanthréne) ou lourds. En
effet, les HAP lourds, du benz[a]anthracéne 3
l'indénol[1,2,3-cd]pyréne, montrent des isothermes
d’adsorption dont la pente est quasi paralléle 4 I'axe
des y, ce qui révéle une trés forte adsorption sur
les particules fines du limon et surtout du kaolin,
méme 2 trés faible concentration.

Des essais ont par ailleurs été effectués en fixant le
pH du milieu 4 4,7 (tampon acide acétique/acétate
de sodium) et I'on a pu constater que seuls les HAP
les plus légers étaient légérement moins adsorbés
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etdedosage des HAP
restant a féquilibre dans
le sumageant aqueus.
Numérotation surle
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sur le kaolin dans des conditions de pH un peu
plus acides. Ce pH est en fait également favorable
4 la migration des ETM, les métaux lourds pouvant
précipiter 2 pH basique. Des essais ont également été
réalisés en présence de chlorure de sodium (10 gL,
puisque l'eau des bassins de stockage des sédiments,
proches des zones portuaires maritimes, est saline.
La présence de sel maffecte que peu F'adsorption
des HAP sur le sédiment : seuls les HAP légers sont
légerement moins adsorbés sur les particules fines,
car un peu plus solubles dans la phase aqueuse, a
force ionique plus élevée. Enfin, les isothermes
d'adsorption des HAP ont été déterminées en
présence de 1 et 5% de matiére organique (MO)
dans le sédiment reconstitué, la MO étant issue de
la décomposition de matiére végétale (fournie par
Véolia). Il savére que la MO adsorbe trés fortement
les HAP, surtout les plus lourds, et ce d'autant plus
que sa teneur dans le sédiment augmente {résultats
non montrés). »

Lobjectif est donc de parvenir a désorber, donc &
remettre en solution aqueuse, une partie des HAP
fortement adsorbés sur les particules du sédiment,
afin quils puissent migrer ultérieurement
vers le compartiment anodique du pilote
d’électromigration. On pourra ainsi atténuer la
pollution organique séquestrée par les particules
les plus fines du sédiment.

2.2. Remise en solution des HAP

a I'aide de 'amphisine

Les premiers essais ont été effectués sur du
kaolin, qui, comme cela vient d'étre montré, est le
matériau présent dans le sédiment qui adsorbe le
plus les HAP. Dans un premier temps, I'amphisine
a été introduite dans le milieu & une teneur de
0,1 g.L%, ce qui est probablement légérement au-
dessus de sa CMC si l'on se réfere aux CMC de
cyclolipopeptides proches, tels la viscosine (0,054
gL (12) ou le massetolide (0,025 mg.L?) (13).
Malheureusement, l'amphisine n'a pas conduit & une
remobilisation nette des HAP, quils soient légers
ou lourds, & cette concentration. En effet, une faible
proportion de biosurfactant sadsorbe a linterface
solide/liquide et la CMC effective est, de ce fait,
plus élevée que la CMC en phase aqueuse. Dans un
deuxieme temps, des essais ont été effectués a une
teneurde1g.L-'en CLP (s0it7,2.10* mol.L"). Comme
le montre la Figure 5 (deux des 16 HAP étudiés sont
montrés pour plus de clarté), Fadjonction damphisine
au milieu a conduit 3 une nette diminution de Ia
pente des isothermes d'adsorption, ce qui montre
qu'une partie plus importante des HAP reste en
phase aqueuse en présence de CLP. Cela est vrai
pour les HAP légers, tel l'acénaphténe, comme pour
les HAP les plus lourds et trés fortement adsorbés, tel
lindénol1,2,3-c.d]pyréne.

La quantité de biosurfactant nécessaire pour
remobiliser efficacement les HAP des particules fines
de kaolin peut sembler & premiére vue importante.
Nous avons donc cherché & comparer son efficacité
3 celle d'un tensioactif synthétique classique, & savoir
le dodécylsulfate de sodium (SDS). Comme pour le

e eietaee Aama . rer.l
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CLP, I'adjonction de SDS & 102 mol.L" (2,88 gL?),
valeur proche de sa CMC (8.10° molL-1), na pas
permis de remobiliser de maniére significative les
HAP en phase aqueuse. En revanche, & une valeur
dix fois supérieure 2 sa CMC (23,07 g.L"), le SDS
a permis de remobiliser les HAP en phase aqueuse
dans des proportions & peu prés équivalentes a celles
de Pamphisine (figure 5). 1l est clair au vu de ces

* résultats quele biosurfactantanionique a un potentiel

important de re-solubilisation des HAP en phase
aqueuse, méme pour les plus adsorbés & la surface
du kaolin, et ceci 2 des teneurs 20 fois inférieures (en
concentration massique) ou 110 fois inférieures (en
concentration molaire) 2 un tensioactif anionique
synthétique classique tel le SDS.
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Désequestration de polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques a l'interface
de sédiments au moyen d'un tensioactif original d'origine biologique

€ ads (mgiL)

0,02 004 0,08 0,08 0.1
C eq (mgit)

acénaphtdne+CLP

-O—a_cénapména
* Indeno(1,2,3,cd)pyréne+SDS

acénaphtine+SDS
-8-—indsno(%,2,3,cd)pyréne

—o—indéno(1,2,3,cd)pyréne+CLP

Figure 5

Isothermes
dadsorption 25°Cde
deux des 16 HAP testés
alinterface eau/kaolin,
en présence ou non

de SDS (8.10-2mol,
LTou2307gl-T)ou
damphisine (7,2.104
moll-Tou1gl-1).
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mélange complexe de 16 HAP et de comprendre
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montrer son efficacité sur un sédiment complexe,
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présence de matiére organique et en milieu salin.

Létape suivante sera bien évidemment de tester
lefficacité du biosurfactant au sein dun pilote
délectromigration & l'échelle du laboratoire, en
prenant soin de controler le pH et bien sir la
température du milieu, qui peuvent fortement
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renouveler lamendement de biosurfactant
trop fréquemment, celui-ci étant facilement
biodégradable.
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Abstract: To decontaminate dredged harbor sediments by bioremediation or
electromigration processes, adding biosurfactants could enhance the bioavailability or
mobility of contaminants in an aqueous phase. Pure amphisin from Pseudomonas fluorescens
DSS73 displays increased effectiveness in releasing polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs) strongly adsorbed to sediments when compared to a synthetic anionic surfactant.
Amphisin production by the bacteria in the natural environment was also considered.
DSS73’s growth is weakened by three model PAHs above saturation, but amphisin is still
produced. Estuarine water feeding the dredged material disposal site of a Norman harbor
(France) allows both P. fluorescens DSS73 growth and amphisin production.

Keywords: biosurfactant; solubility enhancement; polycyclic aromatic hydrocarbons;
bioremediation; dredged sediments
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1. Introduction

Recently, increasing interest has been given to biosurfactants, as these metabolites are produced by a
wide variety of microorganisms [1-8]. Their amphiphilic structure leads them to accumulate at the
interfaces, thus they are able to increase solubility and diffusion of insoluble compounds in water.
Compared to their synthetic counterparts, biosurfactants are known for their biodegradability, their
reduced toxicity, and their environmental “friendliness” [9]. Moreover, their efficiency is often higher
than conventional surfactants: a similar surface tension reduction is obtained by a smaller biosurfactant
quantity [3]. Their efficiency has been also proven in extreme conditions (temperature, ionic strength,
pH) [10-12].

Such properties allow the biosurfactants to be potential candidates in many industrial applications,
especially in the food, cosmetics, agricultural chemicals, biomedical materials or in health care
and cleaning industries, etc. They have also been tested in environmental applications [3,7,8,13,14].
Indeed more and more environmental regulations favor these bioproducts compared to synthetic
surface-active compounds [15].

Essentially, biosurfactants are classified either as low or high-molecular-mass. Whereas
high-molecular-mass biosurfactants consist in particulate and polymeric amphiphiles, the low
molecular-mass biosurfactants deal with three major types:

glycolipids or lipopolysaccharides: rhamnolipids, trehalolopids [16], sophorolipids [17,18];
lipoproteins-lipopeptides: acyclic [19] and cyclic ones (cyclolipopeptides) [20,21];
and hydroxylated crosslinked fatty acids (mycolic acids) or phospholipids [3].

Among them, rhamnolipids, produced by Pseudomonas aeruginosa, are intensively described in
literature and their applications also [3,14,16,22,23]. However, our interest was retained by
cyclolipopeptides (thereafter mentionned as CLPs), because of the variety of microorganisms, which
produce them, mainly Bacillus and Pseudomonas bacteria [4,7,21,24] and their abundant variability of
structures [21,24]. They are composed of several amino-acids linked to a molecule of hydroxyalkyl
acid [25]. The first discovered was surfactin [26-29]. CLPs are especially attractive for industrial
applications as they present good surface tension reduction with low critical micellar concentrations
(CMC, need of minimum CLPs quantity to be efficient) and versatile bioactive properties. Thus, CLPs
attract attention of food and biomedical industries [30,31].

Concerning environmental remediation of any organic or inorganic contaminants [14,32],
biosurfactants present a great potential in oil or metal recovery, increasing bioavailability of low
solubility compounds [7,19,33,34]. Most of the more persistent organic compounds, such as polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs) or polychlorinated biphenyls (PCBs), are toxic and carcinogenic [35].
Among all the PAHSs, 16 individual PAH compounds, consisting of two to six fused aromatic rings,
have been classified as priority pollutants by the United States Environmental Protection Agency [36]
due to their chronic toxic effects. Various environmental matrices, such as air, water, vegetation, soil
and sediments act as environmental sinks for PAHSs. Indeed, high concentrations of PAHSs in benthic
and aquatic organisms, but also in sediments, have already been reported [37,38].

In the case of river or harbor sediment contamination, dredging seems to be the beginning of a
solution for pollution remediation [39]. In France, materials dredged annually in the harbors and the
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channels represent about 50 = 10° m®, of that 24 < 10° m® concentrate most of organic and inorganic
contamination. Regulations have become more strict in Europe in the last decade. To protect the
marine environment against ecological risks of dredging and capping, contaminated sludge can no
longer be dumped at sea. The alternative is to store it in confinement sites, which are currently reaching
capacity in Europe. Different options are now being explored in order to eliminate, or at least to
weaken, the present contamination in sediments, to valorize them thereafter as filling or building
materials, etc. The pretreatment processes primarily consist in a granulometric separation of the coarse
fractions from the fine particles, where pollution is concentrated. After pretreatment, polluted fine
slurries may be stored in confinement sites or submitted to processes elaborated for polluted grounds.
The offered remediation strategies are mainly classified in four types: chemical, physical, or
physical-chemical together, and biological [40]. Briefly, chemical treatments are largely based on
oxidation with various oxidants. The physical-chemical processes are mainly extraction and washing.
Washing treatments are less aggressive than physical treatments (e.g., incineration, thermal
desorption, etc.) and thus less disturbing for the ground [41]. An alternative technique would also be an
electrokinetic remediation (EK), which presents less important energy cost and is particularly adapted
for fine sediments. A weak electric current, applied via electrodes inserted horizontally or vertically
into the matrix to be treated, induces the mobility of the ionized species in the interstitial liquid phase
towards the two electrodes permitting to reduce the contaminants level inside the sediments [42,43].

Finally, several bioremediation approaches are also proposed: first of all to diminish the risk
associated to the remediation processes to human health, secondly to minimize the costs, and thirdly to
be less invasive for the environment [44]. Bioremediation consists in soil detoxification by using either
micro-organisms or biomass to biodegrade or absorb the pollutants. The principal processes are
generally biostimulation, bioattenuation or bioaugmentation [45]. An extended definition of
bioremediation would be soil or sediment amendment with additives from biological origins,
(e.g., biosurfactant which contribute to the decontamination process).

To achieve better PAH removal efficiencies (extraction and/or degradation) and to pass through
limitations of individual remediation techniques, physical, chemical and biological treatments can be
combined [40]. For instance, the combination of an electrokinetic process and bioremediation
(EK-bioremediation) enhances the transport of bacteria and nutrients for a more effective
biodegradation [46,47]. Adding solubilizing agents, such as surfactants or cyclodextrines, also
increases PAH removal [40,47], and in this case, even biosurfactants can be used [39,48]. Ju and
Elektorowicz demonstrated that the rhamnolipids coupled with an electrokinetic process increased the
solubility into the aqueous phase of phenanthrene contaminating the soil [48].

Consequently, we suggest here to work on contaminated harbor dredged sediments and to use
biosurfactant-enhanced PAH solubilization with the aim of coupling it later with a physical-chemical
process, such as EK. In natural conditions, i.e., at the aqueous/solid interface, the biosurfactant has to
be characterized by a low surface tension to improve PAHSs solubility, and this is exactly the case of
CLPs. Thus, in a first step, the present study focuses on the feasability of using the anionic CLP,
I.e., amphisin, which is produced by Pseudomonas fluorescens DSS73, for a PAH solubilization
purpose from polluted sediments. Hence, after a PAH’s sorption study on the coarse and finest particles
of a model sediment, the efficiency of amphisin will be evaluated on the desorption of a PAH mixture
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from kaolin. As regards to the in situ process, a convenient approach consists in direct addition of
amphisin in sediments. An alternative solution would be amendment of the bacteria in the polluted
sediments where they will grow and produce their biosurfactant. In that case, unlike classical
bioaugmentation, bacterial addition to sediments will not lead to the pollutant biodegradation but
solely to the biosurfactant production. Thus, in a second step, the feasability of P. fluorescens DSS73
amendment will be evaluated. Therefore, the effect of three model PAHSs, taken separately, will be
studied on P. fluorescens DSS73 physiology, in erlenmeyer flasks and in low oxygen growth
conditions. Then to mimic in situ conditions, the effect of estuarine water will be also investigated.
Thereafter, the biosurfactant production in laboratory conditions or in real estuarine water will
be verified.

2. Results and Discussion
2.1. Purity of Produced Amphisin by Pseudomonas fluorescens DSS73

In order to verify the production of biosurfactant by P. fluorescens DSS73 grown on DMA, at 8 <C,
the surface tension of the rinsing solution was evaluated at 32.1 +0.9 mN-m*. Compared to the
surface tension of the standard (i.e., 71.7 +£0.3 mN-m '), this value, which is lower than 40 mN-m ",
indicates the presence of a biosurfactant [49]. After purification and lyophilization, the purity of the
biosurfactant, described earlier as amphisin [20,50] was analyzed by HPLC-UV. On the chromatogram
presented in Figure 1, a single peak appeared, revealing an ultra-majority production of amphisin by
P. fluorescens DSS73 and not a mixture of different CLPs.

Figure 1. HPLC-UV chromatogram (A = 210 nm) of the freeze dried biosurfactant
produced by P. fluorescens DSS73, the amphisin and its structure.
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2.2. PAHs Adsorption at Water/Sediments Interface and Their Mobilization by Amphisin
2.2.1. PAHs Adsorption on Dredged Sediments Modeled by Sand, Silt and Kaolin

We worked on a model sediment which was reconstituted to mimic the existing sediments from a
disposal site managed by a Norman harbor (France). Indeed such a material is able to adsorb
particulary high PAHs concentrations due to its high proportion of fine particles (see Experimental
section). Thus, we chose to study the behavior of 15 PAHs (among the 16 U.S. EPA priority PAHs

generally found in the environment) at various water/solid interfaces, to understand which of the
sediment constituents is the more retentive.

Figure 2. Adsorption isotherms of different PAHs at water/sand, water/silt and
water/kaolin interfaces at 25 <C. (A) phenanthrene; (B) pyrene; (C) indeno[1,2,3,cd]pyrene.
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Only the adsorption of some of the PAHs is plotted in Figure 2 (for more clarity),
i.e., phenanthrene, which represents a low weight PAH (Figure 2A), pyrene, which represents an
intermediary PAH (Figure 2B) and indeno[1,2,3,cd]pyrene, which represents a high weight PAH
(Figure 2C). The adsorption isotherms show the interfacial exchanges between water and sand, silt or
kaolin, the main components of the harbor sediment. Two main trends are observed through these
isotherms. Firstly, PAHs do not adsorb in the same way on the surface of the different sediment
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constituents. PAH adsorption on sand is markedly weaker than on kaolin, and silt presents an
intermediate. Indeed, all PAH adsorption isotherms reach a saturation level for sand at approximately
0.2 mg-L* (1.8 g of each PAH per gram of dry sand). This saturated value is higher on the silt
(between 0.4 mg-L™* and approximately 0.9 mg-L* according to tested PAH, i.e., between 3.6 and
8.1 pg-g Y). The saturation level is not reached on the kaolin surface in the studied concentration range.
These results demonstrated that PAHs concentrate more on the finest particles, where the proportions
exceed 9 pg'g ' of dry kaolin. Secondly, PAH adsorption is related to its structure, i.e., the number of
aromatic ring (three or four ring PAHSs, respectively, in Figure 2 (A,B), or six ring PAHSs in Figure 2C).
Adsorption isotherms from fine kaolin particles are almost parallel to the y-axis for the very heavy
PAHs (from benz[a]anthracene to indeno[1,2,3,cd]pyrene), meaning that they are so strongly adsorbed
on the clay that we can really speak about “sequestration” of PAHs by this major constituent of the
sediment.

Tests were also carried out on the presence of sodium chloride (10 g-L™?), since the water present in
the sediment pond, closed to the harbor ecosystem, is briny. The presence of salt had rather little effect
on PAHSs adsorption on sediments (data not shown): only light PAHs were slightly less adsorbed on
fine particles, because they were a little more soluble in the aqueous phase, with a higher ionic strengh.

Finally, PAHSs adsorption was performed on the reconstituted sediment matrix (mixture of sand, silt
and kaolin). Organic matter (OM) was introduced at 1 or 5% w/w. In such conditions, PAHs
(especially the heaviest ones) were more strongly adsorbed, and this phenomenon was inceased when
the OM concentration rose (data not shown).

Having shown how the adsorption mechanism works, our goal was how to manage to desorb, i.e., to
transfer into the aqueous solution, a part of the strongly adsorbed PAHSs on sediment particles, with the
aim of their removal by an EK-bioremediation process. Indeed, the mobilization of sequestred PAHs
by an anionic micellar system could make it possible not only to enhance the PAH solubilization in
water, but also to enhance the migration towards the anodic compartment of an electromigration pilot.
Our purpose was also to evaluate the desorption phenomenon in conditions close to real ones, observed
in sediment disposal sites: the concentration of studied PAHs were lower than those usually found in
literature [51,52], and the tested PAHs were chosen to cover different PAH characteristics
(hydrophobicity, more or less complex structure).

2.2.2. PAHs Solubility Enhancement with the Help of Amphisin

Based on previous results, kaolin seems to be the most powerful PAHs adsorbent through sediment
components, so amphisin efficiency was first evaluated on kaolin. The mixture of 15 PAHs was used to
pollute our model sediment. In this part of the study, for more clarity, we report only phenanthrene,
representing low weight PAHs (Figure 3A), and indeno[1,2,3,cd]pyrene, representing heavier
PAHSs (Figure 3B).

Contaminant solubilization is enhanced by any surfactant, synthetic [39] or biological [53], through
micellar solubilization. Hydrophobic PAHs are entrapped inside the micelle, whose core is more
hydrophobic than the matrix bulk, and PAHs solubility is greatly enhanced. As reported by Lai [54],
the PAHs removal efficiency increased with a biosurfactant concentration increase, but it is not
significantly related to the contact time.
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Figure 3. Adsorption isotherms of different PAHSs at water/kaolin interface in the presence
of SDS (8 <1072 mol-L ™) or amphisin (7.2 <10~* mol-L %) and in their absence at 25 <C.
(A) phenanthrene; (B) indeno[1,2,3,cd]pyrene.
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First, the added amphisin concentration, i.e., 0.1 g-L ™" into the system, may be slightly above its
CMC, which should be closer to other CLPs, for example 0.054 g-L™* for viscosin [55]. Unfortunately,
at this concentration, no clear PAHs mobilization was obtained for any PAHS, light or heavy. In fact, a
small amphisin quantity should be adsorbed on the solid/liquid interface, increasing the effective CMC
related to this model medium, which is higher than the CMC in water.

After adding more amphisin (1 g-L %, i.e., 7.2 x10™* mol-L™?), an important decrease in the slope of
the adsorption isotherms was observed as shown in Figure 3. At such a concentration, amphisin kept a
greater amount of PAHSs in the aqueous phase. This PAH mobilization was observed for light PAHSs,
such as phenanthrene (Figure 3A), and for the heavier (and more adsorbed) ones, such as
indeno[1,2,3,cd]pyrene (Figure 3B). At first sight, PAHs solubilizing enhancement from fine kaolin
particles was managed with quite a great quantity of amphisin. To compare with a conventional
synthetic surfactant, namely sodium dodecylsulfate (SDS), 10 2 mol-L™" (2.88 g'L ") of SDS was added
to evaluate the efficiency of the solubilizing enhancement. As for amphisin, this chosen SDS quantity was
close to its CMC (8 x 10~ mol-L™") and did not significantly allow PAH mobilization in an aqueous
phase. Yet, with a concentration “ten-fold” over its CMC (23.07 g'L™"), SDS enhanced the PAH’s
solubilization in an aqueous phase in equivalent proportions to the amphisin for heavier PAHs
(Figure 3B). In summary, amphisin, an anionic CLP, presents great potential to mobilize PAHs in
aqueous phase, even the most adsorbed ones on the kaolin surface, and its efficiency is noteworthy with
20-times less (in mass concentration) or 110-times less (in molar concentration) that of the anionic
synthetic SDS.

Next we tested if the strain is able to grow and still to produce amphisin in the presence of
pollutants and in the real interstitial aqueous medium of the dredged sediments.
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2.3. Effect of Three Model PAHs on Pseudomonas fluorescens DSS73 Growth Kinetics
2.3.1. Growth in Erlenmeyer Flasks

Pyrene, fluoranthene or phenanthrene was introduced, as model PAHSs, before inoculation of Davis
Minimal Broth (DMB) by P. fluorescens DSS73 to follow its growth in erlenmeyer flasks.

As PAH concentrations in the dredged sediments are generally under their solubility limit, two
concentrations were tested: one just below the solubility limit and one slightly above.

Figure 4. Effect of PAH concentration on maximal specific growth rate of P. fluorescens
DSS73 in DMB. (8 PAH concentration higher than its solubility limit). (A) pyrene;
(B) fluoranthene; (C) phenanthrene. All experiments were done in triplicate.
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As shown in Figure 4, for all the tested PAHs concentrations, P. fluorescens DSS73 was able to
grow. At concentrations lower than PAHSs saturation, the maximum specific growth rates, Jinax, Were in
the same range with or without PAH, thus the presence of pollutants did not significantly modify
bacterial development. However, when the growth medium was saturated by PAHSs, the bacterial
growth was more disturbed: pmax decreased drastically for each of the three PAHSs.

Culturing in erlenmeyer flasks favors bacterial growth in regard to those existing growth conditions
in dredged sediment disposal sites, where the oxygenation of the matrix is weaker. So growth tests
were also performed in oxygen-limited conditions.

P12



Int. J. Mol. Sci. 2011, 12 1795

Figure 5. Effect of different PAH concentrations on the growth kinetics of P. fluorescens
DSS73 in DMB in oxygen-limited conditions. (8 PAH concentration higher than its
solubility limit). (A) pyrene; (B) fluoranthene; (C) phenanthrene. All experiments were
done in triplicate.
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2.3.2. Growth in Oxygen-Limited Conditions

To better mimic in situ parameters, a similar study was made with a microplate reader. With this
apparatus, same growth rates were obtained with regard to erlenmeyer cultures, when 100 uL of culture
were used in 400 uL microplate wells (data not shown). Cultures performed with 200 pL exhibited
reduced growth that can be attributed to a lack of oxygen. Thus, the maximal growth rate was 0.53 h™*
for growth in erlenmeyer flasks versus 0.33 h™* for growth in the microplate.

As represented in Figure 5, P. fluorescens DSS73 growth was stunted with increasing PAH
concentration. The higher the PAH concentration was, the longer the lag phase. For some growth
Kinetics, an important experimental error was observed especially at high PAH concentrations. This
was related to the high variability of the lag phase observed on the three replicates. In Figure 6, the
previous results were summarized and normalized: max Was reported versus PAH concentration
normalized by PAH solubility. It appeared that when the PAH concentration was lower than its
solubility (e.g., concentration over solubility ratio lower than 1), |nax Was not significantly affected by
PAHs (p = 0.977 and p = 0.305 for pyrene and fluoranthene, respectively, with a t-test) except for
phenanthrene (p = 0.007). When the PAH concentration was higher than the solubility limit, the
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maximal specific growth rate was drastically reduced with regard to a medium without contaminant.
Similar trends were observed in both conditions with or without oxygen limitation.

Pyrene presented a greater inhibitory effect on P. fluorescens DSS73 growth than the two other
PAHSs. Its structure is made of four juxtaposed aromatic cycles, whereas three cycles exist for the two
others. Increasing the number of aromatic cycles may lead to a greater negative impact on
P. fluorescens DSS73 growth.

To conclude, P. fluorescens DSS73 is able to grow in the presence of PAHSs in laboratory conditions.

Figure 6. Influence of the concentration/solubility ratio of each PAH on the maximal
specific growth rate (umax) Of P. fluorescens DSS73 in DMB in oxygen limited conditions.
All experiments were done in triplicate.
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2.3.3. Growth Experiments in Estuarine Water

To approach a more in situ condition, the growth study in limited oxygenation was repeated, this
time, with estuarine water feeding the dredged material disposal site of a Norman harbor as growth
medium. Several growth experiments were performed with sterilized or crude estuarine water, with or
without nutrient addition. In Figure 7, the growth kinetics were plotted in the case of estuarine water
without added nutrients (Figure 7A) and supplemented with nutrients (Figure 7B). The addition of
nutrients modified the profile of the growth curve. Indeed, P. fluorescens DSS73 growth curves, in
Figure 7B, showed two phases with two different pmax (@bout 0.2 h™*, then 0.1 h™*) separated by a lag
phase of 2 h. An explanation of this diauxy phenomenon may be that P. fluorescens DSS73 first
metabolized the added nutrients, which acted as a growth stimulant, and then used the estuarine water
as the second source nutrients.

With or without sterilization, growth curves showed the same trends during exponential phase, with
similar growth rate values. Then, the sterilization did not improve growth, as would be expected.
Indeed, it seems that the indigenous flora of estuarine water did not inhibit P. fluorescens DSS73
growth. Final maximum optical density (ODmax) at the end of the stationary phase was higher in crude
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estuarine water than in sterilized water, in the case of nutrient addition. An explanation could be that P.
fluorescens DSS73 may inhibit other microorganisms and even metabolize their residue. Moreover, the
ODnax Values reached in crude estuarine water were equal to 0.4 without addition of nutrient and 0.7
for the supplemented growth, which leads to the conclusion that adding nutrient improves

biomass production.

Figure 7. Growth kinetics of P. fluorescens DSS73 (A) in sterilized or natural estuarine
water; (B) in sterilized or unsterilized water supplemented with nutrients, compared to DMB.
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To conclude, P. fluorescens DSS73 is able to grow in estuarine water and addition of nutrients
favors the growth.

2.4. Evaluation of Amphisin Production
2.4.1. Amphisin Production in the Presence of PAHs

Table 1. Surface tensions and associated standard deviations of P. fluorescens DSS73’s
growth in the presence of PAHSs, above their solubility limit. All experiments were
performed in triplicate.

Tested PAH Surface Tension (MN-m™)
Name Concentration (mg-L ™) Before Growth After Growth
Pyrene 0.5 52.2 0.3 48.5 +9.1
Fluoranthene 1.0 55.0 £0.1 439 +7.1
Phenanthrene 5.0 55.9 0.1 55.6 5.2

After demonstrating the potential for P. fluorescens DSS73 to grow in the presence of PAHSs, we
could also show that the strain is still able to produce biosurfactants. Table 1 compiled the surface
tension measured before inoculation and after bacterial growth in erlenmeyer flasks for each of the
three PAHES, in higher concentration than their solubility limit. For pyrene and fluoranthene, the surface
tension decreased slightly, but for phenanthrene no modification was noted. The difference of surface
tension did not reach 20 mN-m ™' [52] after bacterial growth, which could suggest that no biosurfactant
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was produced. However, it was interesting to note the enormous relative standard deviation associated
to the mean values of surface tension after growth (between 9.4% and 18.8%), so interfacial exchanges
were effectively modified. It may be correlated to the PAH’s entrapment into amphisin micelles;
amphisin mobilized at interface DMB/PAH could not help to decrease the surface tension relative to
DMBY/air interface. Although it was not clearly established, amphisin could be produced in PAH’s
presence.

2.4.2. Amphisin Production by Pseudomonas fluorescens DSS73 Growing in Estuarine Water

As already shown, P. fluorescens DSS73 growth may occur in estuarine water, and it was still able
to produce amphisin (Table 2).

Table 2. Surface tension and associated standard deviations of P. fluorescens DSS73’s
growth in estuarine water with or without nutrients. All experiments were performed in

triplicate.
. Surface Tension (mN-m™") Amphisin
Tested Medium Before Growth  After Growth Production
DMB 69.3 +0.9 30.4 +0.5 +
Estuarine water without nutrient 60.9 +0.5 32.8 +0.2 +
Estuarine water with nutrients T 29.8 +0.6 +

In all cases, after bacterial growth in estuarine water, the surface tension was less than 40 mN-m™',

criterion required to detect biosurfactant production according to Carillo [49]; moreover the growth in
estuarine water resulted in a decrease of surface tension of more than 30 mN-m™*. Without any doubt,
amphisin is produced by DSS73 in estuarine water, with or without nutrient addition.

3. Experimental Section
3.1. Microorganism

P. fluorescens DSS73 is a strain from sugar beet rhizospheric environment and was graciously
provided by Dr. O. Nybroe (Royal Veterinary & Agricultural University-Thorvaldsensvej, Denmark).

3.2. Growth Medium

The bacteria were grown in Davis Minimal Broth (DMB: 30 mmol-L™" K,HPO,, 14 mmol-L™'
KHPO,4, 0.4 mmol-L™' MgSO,, 7.6 mmol-L™* (NH,),S04, 120 mmol-L ™" glucose, and 1 mL of trace
element solution per liter (pH 7.3). The trace element solution contained per liter of pure water 20 mg
of CoCl,-6H,0, 30 mg of H3BO3, 10 mg of ZnSO4-7H,0, 1 mg of CuCl,-2H,0, 2 mg of NiCl,-6H,0,
3 mg of NaMo0O,4-2H,0, 10 mg of FeSO4-7H,0, and 2.6 mg of MnSO,4-H,0. The glucose and trace
elements were sterilized separately by filtration (Steriltop, Millipore, France) and aseptically added to
the rest of the medium. Growth on solid medium was performed on DMA (Davis Minimal Agar) with
the same composition as DMB supplemented with agar (15 g-L%).
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Cultures were also carried out in estuarine water that was collected in sterile bottles, in an estuarine
canal feeding the dredged material disposal site (Normandy, France). Then the estuarine water was
stored at 4 <C and used for the cultures in the following 24 h. The pH of the water was adjusted to 7.
Bacterial growth was tested in unsterilized or sterilized (by filtration) estuarine water. Cultures were
done using unsterilized or sterilized estuarine water as aqueous base with DMB components. The
addition of nutrients resulted in ion precipitation. The precipitate was eliminated by centrifugation
(7000 g, 10 min).

3.3. Biosurfactant Recovery

To test for biosurfactant production, the bacterial colonies were grown on Davis minimal agar.
DMA culture plates were inoculated with 40 L of stocked suspension. After incubation for at least a
week at 8 <C, bacterial colonies were scraped off, transferred to 15 mL of sterile mineral water and
dispersed by agitation. This mineral spring water was used as its low level in mineral charge ensures a
good repeatability and high values for tensiometry. After centrifugation (30 min, 4 <C, 18,000 g), the
surface tension of the supernatant could be determined by the direct method of the pendant drop using
a G40 goniometer (Kriss, France).

The biosurfactant purification was performed by liquid-liquid extraction: 100 mL of aqueous
supernatant completed with 4 <10~ mol-L ™" of trifluoroacetic acid (TFA), was mixed and agitated one
hour with 150 mL of ethyl acetate, and then transferred into a separatory funnel. A second extraction of
the aqueous phase was carried out each time. After collection of all organic phases, they were
evaporated at 40 <C and 250 mbar with the rotary evaporator, to obtain approximately 10 mL of
extract. In order to eliminate free water, this extract was then freeze-dried (semi-pilot freeze-drier
SMH15, Usifroid, Maurepas, France), the sublimation took at least 2 days. The solid lyophilized
sample was then solubilized in acetonitrile and was analyzed in liquid chromatography (HPLC) with
UV detection (at 210 nm): The purified amphisin was separated on a hydrophobic C;g bonded column
(Beckman, Fullerton, USA) (4.6 mm %250 mm, particles of 5 pm), using as a mobile phase a solvent
mixture composed of: 25% water containing 0.1% TFA and 75% acetonitrile, at 1 mL-min™™.

3.4. Model Sediment for PAH Adsorption

A sediment is first characterized through its granulometry, its mineral composition, its water and
organic matter (OM) content. The granulometric classification, used for sediments in geology (French
standard NF P18-560), differentiates largest blocks, rollers, stones or gravels, of diameters greater than
2 mm, sands (diameter ranging between 20 pm and 2 mm), silts (2 to 20 pm) and clay sludges or muds
(diameters less than 2 pm). The reconstituted studied sediment contained 5% sand, with a particle
diameter between 125 and 315 pm (Sika, Hostun, France), 75% silt from the Normandy shelves, with a
diameter between 4 and 100 pm (CETE, Rouen, France) and 20% kaolinite clay, with a diameter being
less than 80 pm, including 54% of particles less than 2 pm (Imerys, Poigny, France).
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3.5. PAH Quantification at the Water/Sediment Interface

The PAH adsorption at the water/sediment interface was carried out in reactors containing 10 g of
model sediment for 90 mL of aqueous phase (ratio 10/90 in weight or 111 g of dry sediment per liter),
maintained at a constant temperature (25 <C) in a thermostated bath (Fisher Bioblock Scientific,
Illkirsh, France) and under agitation (300 rpm). In many experiments, sodium chloride could be added
into water at a concentration of 10 g L. In other experiments, organic matter could be mixed with the
model sediment, in variable proportions (1 to 5% w/w). This organic matter was obtained from the
decomposition of a vegetable material (VEOLIA-France): it was then dried 48 h at 50 <C, crushed and
sieved to obtain particle diameters less than 355 pm. PAH introduction in reactors was done from a
known concentration (C,) of a stock solution of 16 PAHs (100 mg-L™") in water. When thermodynamic
equilibrium was reached (2 h for kaolin alone, 12 h for sand alone, 4 h for the model sediment), the
solid phase was eliminated by centrifugation (40 min, 11,200 rpm). Then an enrichment protocol by
SPE (solid phase extraction) was done to concentrate the traces of non-adsorbed PAH still present in
the aqueous phase at the end of the equilibrium step (Ce). Indeed, direct PAH analysis and
quantification by HPLC would have been impossible without SPE enrichment because non-adsorbed
PAHSs were found under the limits of detection of the fluorimetric detector. It must be added that even
after centrifugation, ultra-fine clay particles remained in suspension in liquid phase; so SPE cartridges
Strata X (Phenomenex), containing 60 mg of polymeric solid phase, had to be coupled with Phenex
0.45 pm filters, made of inert Teflon (Phenomenex), to eliminate colloid particles. Moreover, to
improve PAH extraction yields, which had to be higher than 80%, it was necessary to homogenize the
aqueous supernatant by adding 20% acetone in volume (HPLC grade, Fisher Scientific) before starting
its percolation through the SPE cartridge. This step also made it possible to avoid the PAH sorption on
the flask’s glass walls, leading to high PAH losses, a particularly critical phenomenon when traces of
PAH have to be analyzed quantitatively. SPE cartridges were first conditioned with methylene
chloride, methanol and a mixture of acetone/water (20/80 v/v) (all solvents were of analytical grade,
from Fisher Scientific France). Then, after percolation of the aqueous supernatant through the SPE
cartridge associated to a filter, extracts were eluted with 5 mL of methylene chloride (HPLC grade,
Fisher Scientific).

Methylene chloride was evaporated under nitrogen flow (after adding 60 L of dimethylsulfoxide)
for solvent change; then the sample was solubilized again in 4 mL of acetonitrile (HPLC grade, Fisher
Scientific). 10 L of this sample was injected on a PP Envirosep Cig bonded column (Phenomenex;
150 mm x 4.6 mm, particles of 5 pm), with a flow rate of 1 mL-min"* controlled by two Beckman
Coulter Gold 126 pumps.

Table 3 shows the solvent gradient conditions during chromatographic elution as well as the
programmed excitation and emission wavelengths of the fluorimetric detector Prostar 363 (Varian,
Palo Alto, USA). After HPLC analysis, each of the 16 PAHs could be individually quantified. Their
aqueous concentration could be evaluated (as Ceq at equilibrium in water) and consequently, knowing
their initial introduced concentration (C,), Cas could be calculated by a simple subtraction as the
concentration adsorbed on sediment. Adsorption isotherms at 25 <C were then established in varying
Co and in plotting Cags = f(Ceq).
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Table 3. HPLC elution gradient for the analysis of the 15 priority PAHs (defined by U.S.
EPA) plus benzo[e]pyrene, and conditions for the fluorimetric detection.

Time (min) Elution Gradient Aex (NM)  Aey (NM) Detected PAHs

0 Acetonitrile/water 55/45% 220 330 Naphthalene (1)

5 Acetonitrile/water 55/45%

7 Linear gradient 220 315 Acenaphthene (2)

for 20 min Fluorene (3)
10 250 370 Phenanthrene (4)
Anthracene (5)

134 235 420 Fluoranthene (6)
Pyrene (7)

17 267 385 Benz[a]anthracene (8)
Pyrene (9)

21.7 260 420 Benzo[e]pyrene (10)

25 Acetonitrile/water 100/0% Benzo[b]fluoranthene (11)

Benzo[k]fluoranthene (12)
Benzo[a]pyrene (13)

27.4 290 410 Dibenzo[a,h]anthracene (14)

Benzo[g,h,i]perylene (15)
29.8 245 500 Indeno[1,2,3-cd]pyrene (16)
35 Acetonitrile/water 55/45% 220 330

3.6. Solubility Enhancement of PAHs by Amphisin and SDS

The mixture of 16 PAHs was introduced into reactors containing kaolin, as further described. After
mixing them for one hour at 25 <C, the purified and lyophilized biosurfactant was then introduced into
the system at two different concentrations: 0.1 g'L ™' and 1 g-L*. After three hours of equilibrium, the
mixture was centrifuged and the non-adsorbed PAH were quantified as described elsewhere. Other
similar experiments were done with a synthetic surfactant, the sodium dodecyl sulfate SDS (provided
by Sigma-Aldrich), introduced in a similar way at 2.88 g-L™' or 23.07 g-L™" in the aqueous phase.

3.7. Bacterial Growth Conditions
3.7.1. Growth in Erlenmeyer Flasks with PAHS

Seed culture was carried out in 10 mL of DMB overnight at 28 <C on a rotary shaker (180 rpm). In a
500 mL erlenmeyer flask, 50 mL of DMB supplemented with PAH from stock solution in acetone, was
inoculated with an aliquot of seed culture in order to obtain an initial OD of 0.05. The tested PAH
concentrations were 0.1 and 0.5 mg-L™"' for pyrene, 0.2 and 1 mg-L* for fluoranthene and 5 mg-L "' for
phenanthrene. The culture conditions were identical as for the seed culture. Bacterial density was
determined by measuring optical density at 580 nm (Spectronic 601 spectrophotometer). For each PAH
concentration, triplicate flasks were employed.

P12



Int. J. Mol. Sci. 2011, 12 1802

3.7.2. Growth in Oxygen-Limited Conditions

Cultures were made in polystyrene microtitration plates. 180 uL of DMB was deposited in each
400 pL well and inoculated by 20 uL of seed culture in DMB incubated at 28 <C. To study the effect of
PAH on bacterial growth, PAH was added to the mixture in the wells, from PAH stock solutions in
acetone, to obtain final concentrations of 0.125, 0.5, 1.25, 2.5, 3.75 mg-L™" for pyrene, of 0.25, 1, 2.5,
5, 7.5 mg-L™" for fluoranthene, and of 1.25, 5, 12.5, 25, 37.5 mg-L"' for phenanthrene. To evaluate the
influence of estuarine water on growth kinetics, DMB was replaced by estuarine water.

For each condition, P. fluorescens DSS73 growth was followed continuously in triplicate in a
thermoregulated spectrometer (Xenius, Safas, Monaco) at 28 <C under rotary revolution (180 rpm).

3.8. Tensiometry

The surface tension was tested on culture supernatants after centrifugation (30 min, 4 <C, 18,000 g)
from 50 mL of liquid cultures. The home-made surface tensiometer worked on the principle of the
Wilhelmy plate method. All surface tensions were measured in triplicate. The measurement validity
was standardized with mineral spring water of weak mineral charge (71.7 +£0.3 mN-m™?).

4. Conclusions

Biosurfactant produced by Pseudomonas fluorescens DSS73 seems very promising with regard to
mobilization in an aqueous phase of strongly adsorbed PAHs on the finest sediment particles. It was
almost as efficient as conventional synthetic surfactants, such as SDS, for solubilizing the heaviest and
most strongly adsorbed PAHs. However, mobilization by amphisin needs much lower quantities than
those required with the synthetic surfactant. Future research needs to investigate if amphisin is also
efficient in solubilizing PAHs even when another retentive material, i.e., organic matter, enters the
composition of the sediment; afterwards, we will also have to prove that the ionic amphisin, after its
increased solubilizing effect, will be able to enhance PAH mobility through the sediment via an
electromigration process. Indeed, EK remediation is a promising in situ method for grounds or
sediments of low permeability, and is adapted to numerous pollutant types.

This study also proved that the strain was able to produce the cyclolipopeptide in hostile growth
conditions corresponding to real environment, i.e., in estuarine water feeding a dredged material
disposal site. P. fluorescens DSS73 was also able to produce amphisin, in the presence of a relatively
high PAH contamination, and even with low oxygen growth conditions. These very promising results
suggest that bioaugmentation of the biosurfactant producer, P. fluorescens DSS73, could be
conceivable in situ. As amphisin is biodegradable (which is an advantage for the environment), single
amendement is not sufficient when long periods are necessary to perform pollution attenuation, which
is certainly the case when EK remediation is performed in situ, on a large scale. Moreover,
EK-bioremediation of PAHs via anionic micelles needs certainly a continuous addition of the
biosurfactant, because aggregates migrate towards the anodic compartment and are consequently
impoverished inside the sediment during the treatment. Thus, it would be a real advantage to continue
the mobilization and migration process with biosurfactant production in situ.
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Abstract

obtained using the five different representatives strains.

test.

Background: Low environmental air quality is a significant cause of mortality and morbidity and this question is
now emerging as a main concern of governmental authorities. Airborne pollution results from the combination of
chemicals, fine particles, and micro-organisms quantitatively or qualitatively dangerous for health or for the
environment. Increasing regulations and limitations for outdoor air quality have been decreed in regards to
chemicals and particles contrary to micro-organisms. Indeed, pertinent and reliable tests to evaluate this biohazard
are scarce. In this work, our purpose was to evaluate the Caenorhaditis elegans killing test, a model considered as
an equivalent to the mouse acute toxicity test in pharmaceutical industry, in order to monitor air bacterial quality.

Findings: The present study investigates the bacterial population in dust clouds generated during crop ship
loading in harbor installations (Rouen harbor, Normandy, France). With a biocollector, airborne bacteria were
impacted onto the surface of agar medium. After incubation, a replicate of the colonies on a fresh agar medium
was done using a velvet. All the replicated colonies were pooled creating the “Total Air Sample”. Meanwhile, all the
colonies on the original plate were isolated. Among which, five representative bacterial strains were chosen. The
virulence of these representatives was compared to that of the “Total Air Sample” using the Caenorhaditis elegans
killing test. The survival kinetic of nematodes fed with the “Total Air Sample” is consistent with the kinetics

Conclusions: Bacterial air quality can now be monitored in a one shot test using the Caenorhaditis elegans killing

Background

The deep impact on health from chemical pollutants [1]
is now a main concern of governmental policies in most
countries. As well as airborne nanoparticles and chemi-
cals [2], airborne bacterial and fungal contaminants are
also of major importance in human health [3,4]. These
micro-organisms may lead to typical respiratory tract
infections but also to delayed sensitization (allergic)
reactions somehow considered as the “epidemy of the
21st century” [5]. Some of these micro-organisms simply
originate from the environment but human activities are
also important sources of aerial biological contaminants
[6]. It would be particularly interesting to develop a
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microbial air quality alert system equivalent to that for
chemical pollutants. Microbial air quality is commonly
evaluated by measuring the global concentration in the
air of bacteria and fungi by culture-dependant or bio-
molecular methods [7]. High microbial concentrations
in the air are generally associated to potential danger.
The search for endotoxins has been developed [8]. The
composition of microbial communities is often assessed
by molecular methods [8,9] and pathogen species have
been also detected by PCR with specific probes [10].
Studying airborne bacterial and fungal communities in
land [4,9], urban [11-13], and occupational [14] environ-
ments now allows an almost complete description of
environmental air micro-organisms biodiversity. How-
ever, the identification of microbial species and strain is
not sufficient to extrapolate at the sanitary risk level, as
many different parameters may affect virulence. Indeed,
both contact mediated and toxin dependent virulence

© 2011 Groboillot et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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are regulated by environmental conditions including
temperature [15], bacteriophages [16] and of course
microbial communication factors [17]. Sometimes bac-
terial strains are generally considered safe and devoid of
pathogenic potential and, however, induce clinical infec-
tions [18,19]. Determining the real risk associated to air-
borne micro-organisms first requires collecting a
maximum amount of micro-organisms in conditions
which avoid the stress or even the destruction of the
most sensitive micro-organisms which are usually the
most metabolically active [20]. The identification of the
composition of this population should be realized in a
second step but the essential point is to evaluate the
virulence of the complex community. This requires a
cheaper and more rapid test than classical animal assays
but also less sensitive than in vitro cytotoxicity tests. In
the present study, the chosen model was the Caenor-
habditis elegans worm. It is a versatile metazoan model
previously used to assess of the virulence of many
human pathogens [21,22], and especially to study pri-
mary respiratory chain dysfunction in humans [23].
Spontaneous predation and ingestion of bacteria pro-
voke nematode death by contact dependent bacterial
virulence and by the bacterial secretion of toxins
[21,22]. Thus, in the present study, we investigated the
risk linked to airborne bacteria in the dust cloud gener-
ated during crop ship loading in harbor installations
located in close proximity of residential areas. After col-
lection of the total microbial population, bacteria were
identified by traditional phenotypic and molecular tech-
niques. The virulence of some individual representatives
chosen among the collected bacteria was compared
using the nematode C. elegans. to that of the pooled
replicated bacterial population defined as “Total Air
Sample”.

Methods

Aerial bacteria collection

Bacteria were collected in January 2009 at the dockside
of Rouen harbour (Normandy, France) during loading
from crop silo onto ship from stocking silo. All opera-
tions were done in the morning. Samples were obtained
by aspiration of 30, 60, 90, or 190 L (under a flow rate
100 L.min™") in the dust cloud of particles generated by
crop transfer using an AirTest Omega Biocollector
(LCB, France). In this device, air is drawn in through a
0.5 mm grid to remove macroscopic particles and the
air flow is directed towards the impact medium where
micro-organisms are trapped. In order to limit the stress
on bacteria, a semi-solid impact medium, Tryptipcase
Soy Agar (TSA), was made with Tryptic Soy Broth
(TSB) diluted 1:5 containing agar (10 g.L’1 ) and ampho-
tericin B (25 mg.L") as a fungicide.
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After collection, impacted TSA plates, presented in
Figure 1, were incubated at 30°C for 72 h to reveal the
colonies of cultivable bacteria. Agar plates showing well
separated and countable colonies were selected and
before other manipulation, a velvet copy of these plates
was done. This velvet was laid on a new TSA plate
which afterwards was incubated at 30°C for 72 h. All
the formed colonies were transferred to and grown in
the same culture in 1:5 diluted TSB and then frozen at -
80°C with a final glycerol concentration of 30%. This
mixture of strains collected from the air impaction was
designed as “Total Air Sample”. Subsequently, from the
original impacted TSA plate, individual colonies were
removed and isolated as pure cultures on TSA for
further analysis and storage at - 80°C as previously
described.

Bacterial characterization and identification

Each isolated bacterial strain was initially characterized
by morphological observation (colony aspect, cell shape,
motility, endospore), Gram staining and biochemical
tests (oxidase, catalase and oxidative metabolism). These
observations allowed different bacterial groups to be
defined. In each group including potential pathogens,
one representative strain was chosen and submitted to
further characterization on API tests galleries. API kits
were operated according to the manufacturer’s instruc-
tions (BioMérieux, France). For Gram-positive bacteria,
API 50CH was used for the identification of Bacillus,
API ID STAPH 32 for identification of germs of the
genus Staphylococcus or Microccocus and API Coryne
for Gram-positive catalase-positive non-sporing rods.
For Gram-negative bacteria, API 20E was used for the
identification of Enterobacteriaceae and APl 20NE for
non fermenting rods. Species identification of represen-
tative strains was confirmed by 16S RNA sequencing.
For amplification of the complete 16S RNA gene, uni-
versal primers UNI_OL (5¢-AGAGTGTA GCGGTGAA
ATGCG-3¢,) and UNI_OR (5¢-ACGGGCGGTGTGTA-
CAA-3¢,) were used as suggested by Sauer et al. [24].
Amplicons were then purified through migration on
agarose gel and sequenced directly by using the amplifi-
cation primers UNI_OL and UNI_OR (Qiagen, Ger-
many). Afterwards 16S RNA fragments (+/- 750 pb)
were analyzed (Qiagen, Germany) and homologies with
sequences of other eubacteria were determined by
searching the NCBI (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/
sutils/genom_table.cgi) and RDP (http://rdp.cme.msu.
edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) data banks using
BLAST software. An isolate was positively identified
when the full-length 16S RNA gene yielded a >98.3%
sequence similarity with the closest bacterial species
registered in the data banks.

P13


http://www.ncbi. nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi
http://www.ncbi. nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi
http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp
http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp

Duclairoir Poc et al. BMC Research Notes 2011, 4:503
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/4/503

Page 3 of 7

biochemical

of each bacter
strain

Replication of

TSA plate
after impaction of air sample,

followed by incubation

-

Isolation and

characterization —> TFéepresentantin

ial

the

~
he
total bacterial replicated
populationby —> bacterial strains~

velvet copy

Figure 1 Plotted experimental strategy from collected airborne bacteria to the evaluation of their virulence.

Selection of one

g

Caenorfrabditis
efegans

each defined
bacterial group

Gathering of t
killing test

"Total Air Sample"

Evaluation of bacterial virulence using the Caenorhabditis
elegans killing tests

The virulence of the airborne bacterial population, i.e.
the “Total Air Samples”, was compared to that of indivi-
dual representatives of bacterial strains collected in the
air using the slow killing tests on the nematode Caenor-
habditis elegans, accordingly Figure 1.

Experiments were conducted using the wild-type Bris-
tol strain N2 of C. elegans provided by the Caenorhabdi-
tis Genetics Center (Minneapolis, MN, USA). Worms
were maintained under standard culturing conditions at
22°C on nematode growth medium (NGM) containing 3
g NaCl, 2.5 g peptone, 17 g agar, 5 mg cholesterol, 1
mL 1 M CaCl,, 1 mL 1 M MgSOy, 25 mL 1 M
KH,PO,, H,O for 1 L of medium. This medium was
plated on Petri dishes and Escherichia coli OP50 as
added as a normal food source [21]. For virulence tests,
synchronized worms of the same development level
were obtained by bleaching an adult population using
sodium hypochlorite/sodium hydroxide solution [25].
The resulting eggs were incubated at 22°C on E. coli
OP50 lawns until the worms reached the L4 life stage
(48 h). The stage of development was confirmed by
microscopic observation.

For bacterial virulence assays, “Total Air Samples” or
individual air strain aliquots standardized by dilution (at
ODsgo = 1) were prepared by spreading 100 pL on 35
mm Petri dishes containing NGM supplemented with
0.05 mg.mL™" 5-fluoro-2’-deoxyuridine (FUDR), a eukar-
yote DNA synthesis inhibitor preventing C. elegans egg
offspring during the experiments. Plates were incubated
overnight at 29°C and then transferred at room tem-
perature for 4 h. In each Petri dish a mean of 20 L4 syn-
chronized worms, harvested in M9 solution (3 g
KH,PO,4, 6 g NaHPOy, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSO,,
H,O in 1 L) were layered. Plates were incubated at 22°C
and worm survival was scored every 24 h throughout a
22 days period using an Axiovert S100 optical micro-
scope (Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with a
Nikon digital Camera DXM 1200F (Nikon Instruments,
Melville, NY, USA). A worm was considered dead when

P13

it remained static without grinder movements for 20 s.
Results are expressed as percentage of worms surviving
every day and were calculated as the mean of 3 indepen-
dent assays in which each point was the average of 3
replicates. Nematode survival was calculated using the
Kaplan-Meier method, and survival differences were
tested for significance using the log-rank test (GraphPad
Prism version 4.0; GraphPad Software, San Diego, Cali-
fornia, USA).

Results and Discussion

Identification of airborne bacteria in the dust cloud
generated by crop transfer

Plates obtained with 30 L air presented a sufficient
number of colonies which remained well separated. In
cultures obtained with higher air volumes, bacterial
colonies were too numerous for correct isolation.

As seen Figure 1, velvet replicates of impacted TSA
plates were realized to obtain the “Total Air Sample”. A
total of 323 bacterial strains were isolated. The corre-
sponding calculated bacterial concentration in the air
was about 1.1 x 10* CFU.m™ as shown in Table 1. This
bacterial concentration in the dust cloud generated by
crop loading was slightly higher than obtained in urban
air, which ranged from 5.5 x 10% to 2.5 x 10®> CFU.m™3
[7,11]. The large quantity of dusts and particles, which
represents the principal support of bacteria in the air
[26] can explain this result. It is also interesting to note
that the values of bacterial load measured at the centre
of the dust cloud are markedly lower than previously
measured [27]. This difference should be attributed to
the application of more recent procedures aimed at
reducing particle emission during ship loading (for
instance covered conveyor belts).

Morphological characters, Gram staining and bio-
chemical tests were carried out for the 323 bacterial
strains. These orientation tests allowed to distribute the
bacterial population in 8 groups, i.e. Gram-negative oxi-
dase-negative strictly aerobic rods such as Acinetobacter,
Pseudomonas... (Group 1), Gram-negative oxidase-posi-
tive facultatively anaerobic rods such as Aeromonas...
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Table 1 Airborne bacterial composition in the dust cloud
resulting from crop transfer

Sample Next to crops ship loading winter
2009
Collected volume 30L
Incubation conditions 30°C on 1:5 diluted TSA plate
UFC/air m? 10767
Group 1 17.6%
Gram-negative rods Group 2 72.4% 4.0%
Group 3 39.9%
Group 4 10.8%
Gram-positive rods Group 5 16.4% 5.3%
Group 6 11.1%
Gram-positive cocci Group 7 6.5% 3.7%
Group 8 2.8%
unexploitable strains 4.6%

Eight groups were represented: Gram-negative oxidase-negative strictly
aerobic rods such as Acinetobacter, Pseudomonas... (Group 1), Gram-negative
oxidase-positive facultatively anaerobic rods such as Aeromonas... (Group 2),
Gram-negative oxydase-negative facultatively anaerobic rods mainly
Enterobacteriaceae (Group 3), Gram-negative oxidase-positive strictly aerobic
rods like Pseudomonas...(Group 4), Gram-positive sporing rods such as
Bacillus...(Group 5), Gram-positive catalase-positive nonsporing rods such as
Arthrobacter... (Group 6), Gram-positive catalase-positive strictly aerobic cocci
such as Micrococcus... (Group 7), Gram-positive catalase-positive facultatively
anaerobic cocci such as Staphylococcus... (Group 8).

(Group 2), Gram-negative oxydase-negative facultatively
anaerobic rods mainly Enterobacteriaceae (Group 3),
Gram-negative oxidase-positive strictly aerobic rods like
Pseudomonas...(Group 4), Gram-positive sporing rods
such as Bacillus...(Group 5), Gram-positive catalase-
positive nonsporing rods such as Arthrobacter... (Group
6), Gram-positive catalase-positive strictly aerobic cocci
such as Micrococcus... (Group 7), Gram-positive cata-
lase-positive facultatively anaerobic cocci such as Sta-
phylococcus... (Group 8). No Gram-positive catalase-
negative were found. Gram-negative rods accounted for
the greatest part of the bacterial population (72.4%) with
the following distribution: 39.9% for Group 3, 17.6% for
Group 1, 10.8% for Group 4 and 4.0% for Group 2.
Concerning Gram-positive bacteria, the predominant
group corresponded to Group 6 (11.1%) followed by
Group 5 (5.3%), Group 7 (3.7%), and Group 8 (2.8%).
The bacterial composition, characterized by a predomi-
nance of Gram-negative bacilli, appeared unchanged
compared to a similar study [27]. This observation is
logical with regards to the nature of the material at the
origin of the particles (crops). The main bacterial group,
i.e. Enterobacteriaceae, Group 3, (39.9%), corresponds to
bacterial species frequently associated with plants, and
behave as epiphyte, endophyte or even pathogens [28].
These bacteria colonize crops during field growth, sur-
vive and even proliferate during storage and then are
present in the dust cloud [29]. The second group of
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bacteria in quantity is Group 1, represented by P. syrin-
gae, a germ present in the phyllosphere and generally
adapted to growth at low temperature [30]. Catalase-
positive non sporulated Gram-positive rods, Group 6,
representing 11.1% of bacteria in the dust cloud, should
correspond to bacteria of the genus Corynebacteria,
Rhodococcus or Arthrobacter also usually present in the
ground and already detected in urban air [11] and dur-
ing crop manipulations [29].

The aim of this study was to monitor the bacterial air
quality, and the study was focused on the groups includ-
ing potential pathogens: Group 1, 3-5, and 8. From each
of these groups, a representative strain was randomly
chosen among the isolated strains. They were submitted
to API gallery identification and 16S RNA sequencing.
As shown in Table 2, all the orientation results were
confirmed by those of the identification. Indeed, P. syr-
ingae is an oxidase-negative Pseudomonas, then it was
pooled with Acinetobacter. Brevundimonas is related to
the genus Pseudomonas. The correlation between the
API gallery identification and 16S RNA is quite good at
the genus level.

The discrepancies between identification results, espe-
cially at the species level, could be explained by the
incomplete covering of clinical API galleries for the
identification of environmental bacteria. This impreci-
sion could also result from the 16S RNA strategy of
identification, especially when it is applied over a large
diversity of environmental bacteria whose compilation is
not complete in data bases such as NCBI/PUBMED.

Comparison of population and bacterial virulence using
the Caenorhabditis elegans killing test

This study deals with the impact of bacteria present in
outdoor air on human health. A robust and practical
experimental model was therefore needed in relation to
respiratory diseases resulting from bacterial infection.
The nematode C elegans model is known to model

Table 2 Identification by API galleries and 16S RNA
sequencing of the five representatives: P. syringae, S.
marcescens, Brevundimonas, B. cereus, and S. aureus

API Test 16S RNA identification
Group  Pseudomonas luteola Pseudomonas syringae
1 G)
Group Serratia liquefaciens Serratia marcescens
3 (VG)
Group Brevundimonas Brevundimonas sp.
4 vesicularis
Group Bacillus cereus (Exc) Bacillus thuringiensis, B. cereus, or B.
5 anthracis
Group  Staphylococcus sciuru Staphylococcus aureus
8 (Exc)
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mammalian bacterial pathogenesis [21] and especially in
human respiratory dysfunction [23].

The practical experimental advantages of this free-liv-
ing worm are its ability to feed solely on bacteria, its
short life cycle, and its easy cultivation in large number
[31]. The survival kinetics of C. elegans in the presence
of each bacterial representative (P. syringae, Serratia
marcescens, Brevundimonas, B. cereus, and S. aureus)
was studied for a maximum of 22 days (Figure 2). Even
in the presence of their normal food source (Escherichia
coli OP50) worms progressively die of age, all died after
17 days of culture. It is important to remember that the
DNA synthesis inhibitor (FUDR) present in the medium
prevents C. elegans egg offspring and population
renewal. The survival of worms in the presence of these
bacteria was compared to the one measured using the
opportunistic pathogen P. aeruginosa PAO1, frequently
responsible for respiratory tract infections [32]. Worms
died rapidly in the presence of P. aeruginosa PAO1L (10
days) and none of the environmental strains collected in
the air had equivalent virulence. In fact, all the survival
kinetics were highly significantly different of those
obtained in the presence of P. aeruginosa PAO1 (P <
0.0001 log-rank test). P. syringae, S. marcescens, and B.
cereus presented against C. elegans increased or similar
virulence compared to E. Coli OP50.

Surprisingly, two strains: Brevundimonas sp., and S.
aureus appeared less virulent than E. Coli OP50 (P <
0.0001 log-rank test). Even if S. aureus is accepted as
usually pathogen and Brevundimonas considered as an
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Figure 2 Kinetics of survival of C. elegans exposed to bacteria.
Kaplan-Meier survival plots of worms fed with the opportunistic
pathogen Pseudomonas aeruginosa PAO1, bacterial strains isolated
from air: Pseudomonas syringae (Group 1 : Acinetobacter...), Pantoae
sp (Group 3: Enterobacteriaceae...), Brevundimonas sp (Group 4
Pseudomonas...), Bacillus cereus (Group 4: Bacillus..), and
Staphylococcus aureus ( Group 8: Staphylococcus..) and the non-
virulent strain Escherichia coli OP50, and “Total Air Sample”.
Experiments were done in triplicate.
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opportunistic pathogen, we have to keep in mind that
the bacterial virulence depends on the strains and is clo-
sely related to the bacterial adaptation to its microenvir-
onment. But from the random selection of the
representatives, no strain is known as strictly human
pathogen. Also, according C. elegans test, no sanitary
threat appeared because all representative strains were
less virulent than the standard opportunistic pathogen
P. aeruginosa PAOL. As isolation of all the bacterial
spots on the impacted plate is rather fastidious work
and complex populations should have virulence which
differs from individual strains. Another approach is to
test the virulence of the “global” impacted bacterial
population against C. elegans, as shown in Figure 1.
This was done with the bacterial mix, defined as “Total
Air Sample”. As with the representatives, virulence
against nematodes was studied for the “Total Air Sam-
ple”, corresponding to the bacterial population collected
during crop loading on ships (plotted in Figure 2). The
kinetics of the survival of worms with “Total Air Sam-
ples” was surrounded by most of the representative
plots and was significantly different from that of P. aeru-
ginosa PAO1 (P < 0.0001 log-rank test). Moreover,
within the first 11 days of the study, the percentage of
death of the worm population was greater using “Total
Air Samples” than the avirulent standard E. coli OP50.
This difference vanished afterwards and in both cases all
worms were dead between 17 and 19 days.

The comparison of the lethal effects of the “Total Air
Sample” with each environmental representative was
clearly illustrated at Day 9 (Figure 3). This time corre-
sponds to the last day of nematodes survival in the pre-
sence of P. aeruginosa PAO1. The survival of C. elegans
exposed to P. syringae (50.00%), Pantoae spp (55.26%),
and B. cereus (52.11%) was in the same range as for
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Figure 3 Comparison of the survival of worms exposed to
bacteria at Day 9. Experiments were done in triplicate.
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worms fed with “Total Air Sample” (47.73%). Neverthe-
less, as noted at Day 9, S. aureus and Brevundimonas
favored the survival of nematodes with 79.55% and
91.66% of survival percentage respectively, compared to
47.73% for “Total Air Sample”. Thus, nematode survival
in the presence of the “Total Air Sample” seems perti-
nent to represent all bacteria synergies and individual
virulence. The “Total Air Sample” can be considered
without great sanitary risk for all healthy and non
immuno-depressed people, as each representative strain.
Thence, any environmental sample with the help of a
biocollector makes the assessment of the bacterial sani-
tary risk possible. After incubation of the softed
impacted TSA plates, the total and cultivable bacterial
population collected can directly feed the C. elegans
nematode model, whose latest death shows the good
quality and bacterial safety of the sample environment.

Conclusion

This study establishes that the outdoor air quality can
be evaluated with the help of C. elegans nematodes
alternative model for bacterial virulence aspects, even
with high concentrations of airborne bacteria. Without
the fastidious microbiological labor (isolation and bac-
terial identification), air quality can be monitored easily
with a one-shot virulence test of the collected bacterial
population obtained from a TSA plate impacted by out-
door air.
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The Major Outer Membrane Protein Oprf is Required for Rhamnolipid
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Summary

The OprF porin is the major outer membrane protein of bacteria belonging to the Pseudomonas genus, and is
partially exposed on the cellular surface. A study based on the comparison between P. aeruginosa H103 and its oprF-
deficient mutant led to the finding that the absence of OprF abolished swarming but not swimming and twitching
motilities. These phenotypes were explained at least in part by the inability of the oprF mutant to produce biosurfactant
rhamnolipids. The levels of MRNAs encoding the rhamnolipid biosynthetic enzymes RhIA and RhIB were strongly
decreased in the absence of OprF, indicating that rhamnolipid production was impaired at the transcriptional level. We
suggest that the presence of OprF in the outer membrane of P. aeruginosa is required for environments colonization,
making thus OprF a serious target for limiting P. aeruginosa spreading in case of cystic fibrosis.

Keywords: OprF; Porin; Rhamnolipid; Motility; Pseudomonas

Abbreviations: LC/MS: Liquid chromatography coupled to Mass
Spectrometry

Introduction

Pseudomonas aeruginosa tis an ubiquitous germ known as an
important opportunistic pathogen of humans, causing a variety of
infections among which chronic lung infections in cystic fibrosis
patients [1-3]. Pseudomonas members are also described for their
striking ability to adapt to various ecological niches [4]. This versatility
requires a particularly well developed ability to adapt to changes of
environmental conditions, to which proteins of the outer membrane
may contribute, due to their partial exposition at the cell surface.
Among them, OprF is one of the very few general porins [5], allowing
non-specific diffusion of ionic species and of small polar nutrients [6].
OprF is also a major structural protein, anchoring the outer membrane
to the peptidoglycan layer [7,8]. It is necessary for adaptation to various
environments since it allows growth in low-osmolarity conditions [8],
is over-produced in high salinity condition [9] and in ASM medium,
which mimics the lung environment during cystic fibrosis [10]. It allows
also the bacteria to respond to temperature variations by modulating
the outer membrane permeability through a change in channel size
[11]. OprF has been furthermore involved in adhesion to eukaryotic
cells [12], and in biofilm formation under anaerobic conditions [13]
enabling microcolonies formation [10]. Finally, we have recently shown
that OprF is required for full virulence expression [14].

P. aeruginosa displays three types of motility: swimming in liquid or
at low agar concentrations, twitching on solid surfaces, and swarming
on semisolid media. Swimming and twitching result from the polar
flagellum of P aeruginosa and type IV pili, respectively, whereas
swarming depends on both appendages and of rhamnolipids [15-17].
Rhamnolipids are biosurfactants composed of mono- or di-rhamnose
linked to the lipid components 3-(3-hydroxyalkanoyloxy) alkanoic
acids (HAAs) [18,19]. These glycolipids play a central role in swarming
motility by acting as surface-modifying agents [20]. They can enhance
cell surface hydrophobicity, by inducing LPS release from the outer
membrane [21] and by adsorbing onto the cell surface [22,23], which
can in turn modify the bacterium-substratum interactions. They affect

biofilm formation through microcolonies formation, motility [24],
maintaining fluid channels between mushroom-like structures [25], and
mediating cell detachment from biofilms [26]. Recently, rhamnolipids
have been furthermore suggested to act as protective agents of P.
aeruginosa against polymorphonuclear leukocytes, functioning as a
biofilm shield in vivo [27,28].

Since bacterial motility plays a key role in the bacterial adaptation
to environments, especially in surfaces colonization, we further
investigated the function of OprF in P aeruginosa motility. In this
study, we show that an oprF knock out leads to impaired swarming, but
not swimming or twitching motilities, at least partly through a deep
alteration in rhamnolipid production.

Materials and Methods
Bacterial strains and growth conditions

The strains were P. aeruginosa H103 (PAO1 prototroph), its oprF
mutant H636 obtained by homologous recombination with an oprF
fragment containing a streptomycin cassette [29], and H6360, which
corresponds to H636 complemented by plasmid pRWS5 (encoding
carbenicillin resistance) consisting in the functional oprF gene from P.
aeruginosa H103 cloned into pUCP19 [14,30]. Cultures were inoculated
at an initial OD, of 0.07, and bacteria were grown at 37°C on a rotary
shaker (180 rpm) in Luria Bertani (LB) broth. In complement, 500 ug
streptomycin mL" only or with 300pg carbenicillin mL"' were added in
H636 and H6360 cultures, respectively.

*Corresponding author: Sylvie Chevalier, Laboratoire de Microbiologie du Froid,
Signaux et Micro-environnement, 55 rue St Germain, 27000 Evreux, France, Tel:
(+33) 2.32.29.15.60; Fax: (+33) 2.32.29.15.50; E-mail: sylvie.chevalier@univ-
rouen.fr

Received May 11, 2011; Accepted June 15, 2011; Published June 25, 2011

Citation: Bouffartigues E, Gicquel G, Bazire A, Fito-Boncompte L, Taupin
L, et al. (2011) The Major Outer Membrane Protein Oprf is Required for
Rhamnolipid Production in Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol Parasitol 2:118.
doi:10.4172/2155-9597.1000118

Copyright: © 2011 Bouffartigues E, et al. This is an open-access article distributed
under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original author and source are credited.

J Bacteriol Parasitol
ISSN:2155-9597 JBP an open access journal

P14

Volume 2 - Issue 5 + 1000118


http://dx.doi.org/10.4172/2155-9597.1000118

Citation: Bouffartigues E, Gicquel G, Bazire A, Fito-Boncompte L, Taupin L, et al. (2011) The Major Outer Membrane Protein Oprf is Required for
Rhamnolipid Production in Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol Parasitol 2:118. doi:10.4172/2155-9597.1000118

Page 2 of 5

Motility assays

These assays were essentially performed as described by Rashid
& Kornberg [31]. Briefly, LB plates containing 0.3 % agar were point
inoculated with a toothpick and incubated for 24 hours at 37°C.
Swimming was quantified by measuring the circular turbid zone. The
swarming assay was identical, except that LB plates contained 0.5 %
agar and were incubated for 48 h. For twitching assays, cells were stab
inoculated to the bottom of the Petri dish through a thin (~ 3 mm) LB
agar layer (1 % agar). After incubation at 37°C for 48 h, the agar was
removed, the Petri dish was washed with a stream of tap water, and the
cells attached to the polystyrene surface were stained with crystal violet
(1 % w/v) solution. Each assay was made at least in triplicate.

Phage PO4 sensitivity assay

10 pL of lysates that contain 102 plates forming units (PFU)
of phages was mixed with 107 colonies forming units (CFU) of P.
aeruginosa cells grown to OD600 of 0.7 and resuspended in 100uL of
LB. After 10 min of incubation, 3mL of top agar was added, and the
mixture was plated. Numeration of plaques was made after 16 to 24 h
of incubation at 37°C.

Rhamnolipid quantification

The drop-collapse test was performed as previously described
[32]. Rhamnolipids were further extracted and analyzed by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC/MS) as previously
described [33].

Quantitative RT-PCR

Extraction of RNAs, synthesis of cDNAs and real time PCR were
achieved as previously described [9] using primers described in Table 1.
PCR reactions were performed in triplicate and the standard deviations
were lower than 0.15 CT. The relative quantification of the mRNAs of

Gene sequences (5'-3’) References
hiA F: GATCGAGCTGGACGACAAGTC [33]
R: GCTGATGGTTGCTGGCTTTC [33]
hiB F: GAACAGGCAGACCACGCC [33]
R: CGCATCTTCACCCAATGGAT [33]
hiC F: ACCGGATAGACATGGGCGT [33]
R: GATCGCTGTGCGGTGAGTT [33]
iA F: ATTGCCATTCCCCAGTATCAGA This study
P R: CGAAGCACCTTCCGAACG This study
fic F: CTCGGAAAACGCTACCAACG This study
R: GCGAAGTCGGTGTCCTTGAT This study
ostA F: GGTTGGCCATGCCTTCCT This study
R: ACGTCATTCCGTTGAACATCC This study
16S F: CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC | [35]
R: GACTTAACCCAACATCTCACGACAC | [35]

Table 1: Primers used in quantitative RT-PCR experiments.

Qjejole

H103 He36 H6360

Figure 1: Drop-collapse test performed by adding 10 uL of culture
supernatants of the indicated strains (48h) to water drops (20 uL) on glass
slides.

interest was obtained by the comparative CT (2**°") method [34], using
16S rRNA as endogenous control [35]. ACT values were calculated by
subtracting the 16S rRNA CT value from the CT value of an mRNA
of interest from the same sample. ACT values were then obtained by
calculating the difference between: i) the ACT value of a given mRNA
resulting from P. aeruginosa H636 cells grown to a specific stage, and ii)
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Figure 2: Expression levels of the indicated genes in the oprF mutant
H636, relatively to P. aeruginosa H103. mRNAs were assayed by quanti-
tative RT-PCR performed on RNA extracted from H636 and H103 strains.
Values above and below 1 show a higher and a lower mRNA level in H636
than in H103, respectively. PCR reactions were performed in triplicate and
the standard deviations were lower than 0.15 CT. The experiments were
performed twice with independent bacterial cultures.

He636

H6360

Figure 3: Swarming (A), swimming (B) and twitching (B) motilities of P.
aeruginosa strains H103 (wild type), H636 (oprF mutant), and H6360
(complemented oprF mutant).
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the ACT value of the same mRNA from P. aeruginosa H103 (wild type)
cells grown to the same stage. Relative mRNA level values are equal to
24%T: values above and below 1 show a higher and a lower mRNA level
in the oprF mutant H636 than in the wild type strain, respectively (eg a
value of 0.5 indicates that the mRNA level was divided by 2 in H636).

Results

Three strains were compared in this study: the P. aeruginosa H103
wild type strain, its oprF mutant H636, and the oprF-complemented
mutant strain H6360. The three growth curves obtained in LB medium
at 37°C with shaking were similar, with a doubling time of 45 min [14].

Swarming is altered in the oprF mutant

The oprF mutant was unable to swarm, and the complementation of
H636 with the oprF gene