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Contexte

I. Présentation du sujet :

Le sujet qui va vous étre présenté a pour objectif de valoriser le patrimoine naturel de la
Nouvelle-Calédonie par 1’étude et la caractérisation de la ressource microbienne marine
capable de produire des polymeres naturels d’intérét biotechnologique. Les polymeres sont
des produits utilisés pour une multitude d’applications dans de nombreux secteurs et font
I’objet d’études de plus en plus poussées, du fait de la demande toujours croissante de la part

des industriels en quéte de nouvelles molécules originales.

Ce travail de these a débuté en octobre 2010 sous I’impulsion de deux instituts, I’Institut
Francais pour le Recherche et ’Exploitation de la Mer (IFREMER) et I’Institut Pasteur de
Nouvelle-Calédonie (IPNC) sous la responsabilité et la direction du Dr Christelle Simon-
Colin pour le Laboratoire de Biotechnologie des Molécules Marines (LBMM IFREMER
Brest) et du Dr Myrielle Dupont-Rouzeyrol pour 1’Unité de recherche et d’Expertise Dengue
et Arbovirose (URDA-IPNC). Ce sujet de recherche doctorale s’intitule : « Bio-prospection et
biodiversité de micro-organismes des milieux extrémes des lagons de la Nouvelle-Calédonie :
Premieres évaluations du potentiel de production de nouvelles molécules d’intérét
biotechnologique ». Les biopolymeres dont il est question dans ce sujet sont les
exopolysaccharides (EPS) et les polyhydroxyalcanoates (PHA). Pour se faire, ce travail a fait
appel a de nombreuses approches scientifiques : microbiologie, chimie structurale, biochimie

ou encore biologie moléculaire.

Cette étude doctorale a été menée parallelement au projet «Bio-prospection et
biodiversité de micro-organismes des milieux extrémes des lagons de la Nouvelle-Calédonie.
Recherche, Caractérisation et Valorisation de nouvelles molécules d’intérét
biotechnologique » financé par le Secrétariat d’Etat a I’Outre-Mer (2009-2011, 2012-2014), et
mené conjointement par les équipes de 'IFREMER (Brest, Nouméa) et de 'IPNC. Ce projet
visait a constituer une collection de micro-organismes issus des milieux intertidaux de la

Nouvelle-Calédonie et a valoriser les molécules issues de ces micro-organismes. Sous-jacent
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a la mise en place de cette collection, un autre objectif de cette collaboration était de transférer
le savoir-faire du LBMM pour la recherche, la production et la caractérisation des
biopolymeres bactériens, vers la Nouvelle-Calédonie afin d’encourager le développement des

biotechnologies marines sur le territoire.

D’autre part, cette thématique a bénéficié du contexte économique favorable de la
Nouvelle-Calédonie qui offre de belles perspectives pour le développement des
biotechnologies en raison de ses engagements quant aux perspectives de recherche et de
valorisation de la ressource marine (http://www.nouvelle-caledonie.gouv.fr). Les accords-
cadres récemment signés (9 aolit 2012) placent, effectivement, le soutien, le développement et
I’innovation dans le domaine de la valorisation des ressources biologiques marines avec
I’aspect des biotechnologies marines parmi les secteurs prioritaires. Ainsi, la Nouvelle-
Calédonie bénéficiera de la présence effective d’un tissu de jeunes entreprises innovantes en

biotechnologie qui constitueront une source d’innovations majeures pour le secteur industriel.

II. Les objectifs de 1’€¢tude

Plusieurs grands objectifs ont été déterminés au début de cette étude :

- En premier lieu, il s’agissait d’établir une collection de micro-organismes prélevés au
niveau des zones intertidales atypiques/extrémes de la Nouvelle-Calédonie.

- Ensuite, de rechercher, au sein de cette collection, des isolats capables de produire des
polymeres d’intérét, en particulier les EPS et PHAs avec la mise en place de différentes
méthodes de criblage.

- Enfin, de produire des polymeres bactériens via I’utilisation d’outils biotechnologiques,

réaliser la caractérisation chimique et rechercher des pistes de valorisation.
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III. Présentation des différentes parties abordées

Ce mémoire de these débutera par une revue bibliographique présentant le milieu marin
en tant que ressource de substances naturelles d’intérét pour ’'Homme. Puis la thématique des
« biotechnologies bleues » est traitée ainsi que les perspectives prometteuses qui y sont
associées. Cette premiere partie fera également 1’état de syntheses bibliographiques pour les
deux types de polymeres bactériens qui seront étudiés : les EPS et les PHAs. Ces syntheses
vont regrouper différents éléments de la découverte de ces structures aux applications en

passant par les voies de synthese et a la caractérisation chimique.

La seconde partie présentera la Nouvelle-Calédonie et ses écosystemes, ce qui permettra de
faire un focus sur la création d’une banque d’isolats avec les étapes des prospections, la mise
en collection et [Iidentification des micro-organismes bactériens. Les techniques
d’identification des souches constitueront I’essentiel des informations qui vous seront
présentées au travers des descriptions phénotypiques, biochimiques et 1’utilisation des outils

et procédés en biologie moléculaire.

La troisiéme partie traitera des exopolysaccharides (EPS) bactériens avec en premier lieu
les méthodes mises en place pour le criblage des bactéries capables de produire ces molécules,
les techniques de fermentation, et de traitement des échantillons. Dans un second temps les
techniques d’analyse chimique (colorimétrie, IRTF, CPG, RMN...) seront développées.
Enfin, une étude préliminaire portant sur la capacité de chélation de certains EPS vis-a-vis de
quelques métaux viendra cloturer cette partie avec une discussion portant sur des perspectives

de valorisation.

La quatrieme partie s’intéressera a la seconde catégorie de polyméres bactériens traités
dans cette these: les polyhydroxyalcanoates (PHA). Cette thématique débutera par la
description des outils utilis€és pour le criblage par biologie moléculaire des souches
productrices de PHAs. Seront ensuite présentés les protocoles relatifs a la production des
PHAs par fermentation bactérienne, 1’extraction ainsi que la caractérisation chimique de ces

polymeres.

En conclusion, un bilan général reprendra les principaux résultats obtenus dans cette

étude et les perspectives d’ores et déja envisageables quant a la valorisation potentielle des
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EPS et PHAs d’origine néo-calédonienne. Ce mémoire s’achévera par une tout autre
perspective de valorisation avec les potentialités de certaines bactéries marines de la

collection pour la production d’antibiotiques.
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I. Aspects de la Biotechnologie Marine

A. Les différentes couleurs des biotechnologies

La Biotechnologie est au carrefour entre le vivant et la technologie, I’Organisation de
Coopération et de Développement Economique (OCDE) définit les biotechnologies comme
« I’application des principes scientifiques et de 1'ingénierie a la transformation de matériaux

par des agents biologiques pour produire des biens et services ».

La biotechnologie a une connotation assez moderne, mais en réalité, les techniques de
biotechnologie existent et sont utilisées depuis longtemps. On retrouve parmi elles la
vinification, la brasserie, ou encore la fabrication et 1’affinage du fromage. On parle alors
familierement de « biotechnologies traditionnelles » car les concepts liés a I’intervention des
micro-organismes étaient encore inconnus. Le terme de biotechnologie a été employé pour la
premicre fois en 1919 par Karl Ereky, ingénieur agricol hongrois dans un ouvrage (Ereky
1919) portant sur la valorisation des déchets fermiers par des voies de transformation
biologique (Fari and Kralovdnszky 2006). Actuellement les technologies ayant évoluées,
plusieurs disciplines scientifiques telles que la microbiologie, la biochimie, la biophysique, la
génétique, la biologie moléculaire ou encore linformatique ont permis de passer a de
nouvelles générations de biotechnologies classées selon un code couleur en fonction des

domaines d’applications :

- Les biotechnologies vertes sont liées a I’agriculture, comprenant la domestication de
certaines variétés de plantes (culture in vitro) ou encore 'utilisation des transgéneses

végétales.

- Les biotechnologies rouges dont les applications concernent le domaine de la santé

(production d’antibiotiques, thérapie génique).

- Les biotechnologies blanches qui, dans un contexte de développement durable et
d’utilisation de matiéres premicres renouvelables en substitution du carbone d’origine

fossile, proposent ’utilisation d’organismes génétiquement modifiés ou non pour la
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production de composés d’intérét. On retrouve par exemple des enzymes (catalyseur de
réactions), substances chimiques pour I’industrie alimentaire (acide lactique, ardmes),

biocarburant (bioéthanol), ou encore des produits domestiques (lessives)

- Les biotechnologies jaunes rassemblent toutes les biotechnologies se rapportant a la
protection de I’environnement, au traitement ou a 1’élimination de polluants (ici par

exemple : la bioremédiation ou la biodétoxification,...).

- Les biotechnologies bleues visent a valoriser le potentiel des mers et des océans. C’est
un domaine en pleine expansion dont les produits intéressent de nombreux secteurs
industriels (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique, environnemental, et bien d’autres

encore).

Selon le Ministére de I’Ecologie, du Développement Durable et de I'Energie, le marché
des biotechnologies marines connait une croissance de 10% par an et se présente comme ’un
des secteurs les plus prometteurs en matiere de création d’emplois et de richesse

(http://www.developpement-durable.gouv.fr/Biotechnologie-marine-quels.html).
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B. Valorisation de la ressource marine : le passé et

I’avenir de notre société

1) La valorisation des organismes marins

Les espaces marins recouvrent pres des deux tiers de la surface du globe et abritent la
plus grande biodiversité de notre planete, dont seule une infime partie a été découverte a ce
jour. En outre, on estime que 95% de la biospheére réside dans les océans (Davidson 1995).
Les espaces marins représentent une ressource importante de vie sur notre planete, et sont
exploités depuis longtemps par 'Homme. Déja, au paléolithique, 30% des ressources
protéiques consommées par ce dernier étaient issus de la péche en mer. Les espaces marins
ont ainsi attiré et permis 1I’émergence de nombreuses civilisations. Parmi elles, on retrouve
notamment des civilisations polynésiennes qui, par leurs connaissances des milieux marins et
de ses ressources, ont pu peupler une grande partie de 1’Océan Pacifique (Salvat 1982). De
nos jours, I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et ’agriculture (FAO) estime
que les ressources protéiques issues de la mer (péche et aquaculture) génerent mondialement

15% des apports en protéine animale pour 2,9 milliards d’individus.

Quant aux ressources végétales marines, elles ont également fait 1’objet
d’exploitations humaines depuis des siecles, en de nombreuses régions littorales du monde
que ce soit dans le régime alimentaire humain (Ambrose et al. 1997) ou animal (Balasse et al.
2006). La ressource alimentaire végétale marine est dans certaines régions du monde 1’'une
des seules sources en fibre, notamment dans les régions polaires ou les habitants y trouvaient
un complément alimentaire nécessaire a leur mode de vie (Robbe and Hladik 1988).
Certaines cultures du monde ont méme élevé la consommation des végétaux marins au rang
de met de choix, c’est le cas dans les pays asiatiques et plus particulierement au Japon (1¢
consommateur mondial de nori = algue du genre Pyropia), la Corée ou encore la Chine. Cette

alternative aux ressources terrestres a été encouragée par des périodes de disettes, ’absence
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d’étendues cultivables, la proximité d’une ressource abondante jusqu’a devenir une part

intégrante de la culture locale.

Concernant le domaine de la santé, les premieres recherches sur la valorisation des
substances issues du milieu marin ont débuté dans les années 50 avec un engouement
grandissant pour cette nouvelle source de molécules innovantes. Les applications dans le
domaine de la santé sont tres variées, en tant que molécules antibiotiques, antimitotiques, anti-
inflammatoires, antitumorales, antiparasitaires, antivirales (VIH), ou encore dans le traitement
de la maladie de Parkinson (de Nys and Steinberg 2002; Ledoux and Turner 2002; Donia and
Hamann 2003; Pulz and Gross 2004; Kim and Mendis 2006; Kuwada et al. 2006; Wang 2006;
Rasmussen and Morrissey 2007; Tan 2007). Ces molécules sont issues d’une grande variété
d’organismes marins tels que les éponges, bactéries, champignons, cnidaires, algues,
mollusques, ou encore échinodermes (Munro et al. 1999; Donia and Hamann 2003; Smit
2004; Molinski et al. 2009). Au total, au cours des 40 a 50 dernieres années, plus de 12 000
nouvelles molécules actives ont été recensées pour les 300 000 especes (animales, végétales et

bactériennes) décrites a ce jour (Donia and Hamann 2003).

La valorisation de la ressource marine trouve également des débouchés dans le domaine de
I’agriculture. Les vertus fertilisantes des algues étaient déja connues et utilisées par les
Romains sous forme de compost. Les algues marines sont utilisées commercialement depuis
une soixantaine d’années comme substitut a la fertilisation chimique dans I’amendement des
sols (Craigie 2011). L’utilisation de ce type de ressource présente I’avantage d’étre
économiquement compétitif, renouvelable, abondante et respectueuse des micro-organismes

du sol (champignons mycorhisiens, symbiotes des racines de plantes) (Kuwada et al. 2006)

2) Le cas des bactéries marines

Plusieurs études ont montré le fort potentiel des micro-organismes marins ainsi que
I’extraordinaire diversité des composés qui en sont issus (Blunt et al. 2006; Rasmussen et al.

2007; Freitas et al. 2012). Les premieres études d’envergure n’ont débuté que vers le milieu
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du siecle dernier, tout porte a croire que de nombreuses découvertes restent a venir et que les

océans présentent une ressource naturelle avec de grandes perspectives d’avenir.

Un domaine qui reste encore peu étudi¢ est celui de 1’étude et de la valorisation des
micro-organismes marins et plus particuliecrement des bactéries marines. Les bactéries
marines occupent une place importante dans 1’écologie marine et colonisent de nombreux
environnements, aussi bien en surface que dans les fonds abyssaux, des zones hydrothermales
aux eaux polaires glacées (Nichols et al. 2005a; Poli et al. 2010). Elles font partie des formes
de vie les plus anciennes et sont souvent le premier maillon de la chaine trophique dans les
milieux extrémes (Minic et al. 2006). Ces organismes doivent leur survie a leurs
extraordinaires facultés adaptatives via notamment le développement de nouvelles voies
métaboliques (synthése d’enzymes) ou encore la synthése de structures de protection

(polymeres).

Depuis les années 80, les innovations techniques et technologiques ont permis
I’émergence de procédés permettant la culture, I’étude, la caractérisation et la valorisation des
composés issus des bactéries marines. Des développements industriels ont émergé de ces
recherches, notamment I’utilisation d’enzymes thermostables synthétisées par des bactéries
hyperthermophiles qui trouvent une utilisation en biologie moléculaire (polymérase) ou en
agroalimentaire capables de lyser des polymeres tels que I’amidon ou la cellulose. D’autres
enzymes permettent de cliver des molécules complexes tels que le xylane (utilisé comme
additif en agroalimentaire), la chitine, les protéines (hydrolyse de la kératine) (Niehaus et al.
1999), ou présentent des fonctions intéressantes (1’alcool déshydrogénase, glucose isomérase,

estérase, etc) pour I’industrie.

D’autres études ont montré la production, notamment par des bactéries symbiotes
d’éponges, de molécules bioactives innovantes a caractere antimicrobien, qui peuvent
trouver une application dans les secteurs de la santé ou de I’environnement. On retrouve
également des molécules antisalissures (antifouling) (Holmstrom et al. 2002), avec des
applications potentielles en milieu hospitalier. En effet, le développement de biofilm bactérien
peut étre a I’origine des résistances bactériennes et de I’encombrement des cathéters (Wilson
et al. 2011). D’autres molécules issues des bactéries marines ont montré des activités

antitumorales et antivirales (Davidson 1995).
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Les polymeres produits par les bactéries marines connaissent également un fort
développement dans de nombreux secteurs industriels : alimentaire, en tant qu’agent de
texture, gélifiant, conservateur ...(Decho 1990; Rasmussen et al. 2007; Bleau et al. 2010;
Badel et al. 2011; Freitas et al. 2012); cosmétique, pour leurs propriétés gélifiantes,
hydratantes, cicatrisantes, antirides (Sutherland 1998; Arias et al. 2003; Yamada and
Kawasaki 2005; Liu et al. 2011; Le Costaouéc et al. 2012); chimie, permettant par exemple
de réduire la quantité d’additif pour le plastique, pour la production de catalyseurs ou de
lubrifiants... (Gavrilescu and Chisti 2005); environnement, comme antifouling, pour la
bioremediation...(Kim et al. 2011; Guezennec et al. 2012); agriculture, pour la fabrication de
film de protection des cultures, la libération controlée de pesticides, la phyto
¢licitation...(Colegrove 1983; Ortmann et al. 2006; Philip et al. 2007; Ghormade et al. 2011);
santé, en tant qu’immunostimulant, cicatrisant ...(Arias et al. 2003; Colliec-Jouault et al.
2004; Mayer and Hamann 2004; Khan et al. 2007) ou encore dans le domaine des
nanotechnologies (Weiss et al. 2006; Kashima and Imai 2012).

La thématique des bactéries marines est donc en pleine expansion et touche des
domaines d’applications trés vari¢s. Les découvertes réalisées au cours des deux dernicres
décennies laissent entrevoir des perspectives prometteuses dans 1’application et la valorisation
des composés bactériens. De plus, les avancées scientifiques dans le domaine des
biotechnologies rendent aujourd’hui possible la production a grande échelle des bactéries et

des molécules associées.
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C. Intéréts biotechnologiques des polymeres bactériens

L’étude des polymeres d’origine microbienne n’est pas une discipline récente. Les
premieres observations décrites des polymeres bactériens furent effectuées par le savant
néerlandais Antoni Van Leeuwenhoek, précurseur des disciplines qui deviendront la biologie
cellulaire et la microbiologie, au XVlIle siecle. Il réalise une observation ou il décrit la
présence « d’animalcules » sur la plaque dentaire (Donlan and Costerton 2002). Il s’agissait la
de la premicre description d’un biofilm bactérien. Au XIXe siécle, c’est a Louis Pasteur,
chimiste et physicien pionnier de la microbiologie, de décrire la présence de dextran dans du
vin (Pasteur 1861), ce polysaccharide étant produit par la bactérie Leuconostoc
mesenteriodes. En 1886, on découvre que les bactéries sont également capables de synthétiser
de la cellulose (Brown 1886). Ce sont les premieres mises en évidence d’exopolysaccharides.
Vient ensuite la découverte, en 1887, des polyamines produites par des cyanobactéries. En
1926, le biologiste Maurice Lemoigne décrit des produits de déshydration et de
polymérisation de I’acide B-oxybutyrique aussi appelés polyhydroxybutyrate (PHB) lors de
ses recherches sur la bactérie Bacillus megaterium. A partir du milieu du XXe siécle, un grand
nombre de polymeres bactériens ont été découverts tels que I’alginate (Linker and Jones
1966), le xanthane (Lilly et al. 1957), les poly-y-glutamates, ou encore les polyphosphates
(Sall et al. 1958).

Plus récemment, disposant de nouveaux moyens d’exploration, la communauté
scientifique s’est intéressée aux organismes marins, et notamment aux micro-organismes
vivant dans des environnements hostiles ou atypiques (abysses, lacs salés, sources
hydrothermales...). En effet, pour survivre et se développer dans ces conditions
environnementales extrémes, ces micro-organismes ont mis en place des stratégies
d’adaptation surprenantes, notamment au niveau de leurs voies métaboliques ou encore la

syntheése de molécules tout a fait originales, parmi lesquels des biopolymeres.

La découverte des premiers micro-organismes extrémophiles contredisait certains principes de
base de la microbiologie. En effet, depuis Louis Pasteur, il était admis que tout organisme
bactérien exposé a des températures comprises entre 80° et 100°C n’y survivait pas. La

découverte par Thomas Brock, en 1972, de colonies bactériennes vivant au niveau d’une
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source chaude dans le parc National de Yellowstone en milieu acide a des températures
comprises en 75 et 85°C (Brock et al. 1972) allait bouleverser les concepts établis et Etre le
point de départ de nouvelles perspectives de recherches tournées vers les milieux atypiques et
extrémes. Plusieurs zones extrémes du globe ont alors été prospectées. C’est le cas, en 1977,
des sources hydrothermales profondes sondées pour la premiere fois a bord du sous-marin
« Alvin ». Contre toute attente, ces lieux ol la température, la pression et I’absence de lumicre
n’apportaient pas les conditions les plus propices a ’émergence de la vie se sont révélés étre
des écosystemes riches et complexes, dont la source premiere en matiere organique repose sur
la présence de bactéries aux alentours des cheminées hydrothermales (Guezennec 2004)

(Figure 1).

Copyright Ifremer

Figure 1 : Sites hydrothermaux, fumeurs actifs (Iles Tonga — Sud-ouest du Pacifique).

Les études des zones polaires ont également mis en évidence la présence de micro-

organismes représentant une part importante de ces écosystemes (Sullivan and Palmisano

1984; Krembs et al. 2002).

S’est alors posée la question des stratégies adaptatives développées par ces micro-
organismes pour survivre a ces conditions extrémes. Ces adaptations sont d’ordre métabolique
(synthese enzymatique) et physiologique (mise en place de structures de réserve, synthese de
composés protecteurs...). De plus, des études menées sur ces bactéries de I’extréme ont mis
en évidence leur formidable potentiel pour une valorisation dans le domaine des
biotechnologies (Guezennec 2002) et plus particulierement pour leur faculté a produire des

polymeéres de composition originale. L’IFREMER a ainsi joué un role de pionnier dans ce

31



Revue Bibliographique

Aspect de la biotechnologie marine

domaine en constituant une formidable collection de micro-organismes isolés au niveau des
sources hydrothermales profondes et qui ont été étudiés sous plusieurs aspects (écologie,
synthese enzymatique, métabolites secondaires, etc.). Le Laboratoire de Biotechnologies et
Molécules Marines (LBMM) de I'IFREMER s’intéresse a la recherche, la caractérisation et la
valorisation des molécules d’intérét biotechnologique, produites en conditions de laboratoire,
par des micro-organismes issus de milieux atypiques. Parmi ces molécules, le LBMM

s’intéresse plus particulierement aux EPS et PHAs.

S’agissant des polymeres, il est important de noter que les polymeres actuellement
utilisés dans les secteurs industriels sont majoritairement issus de la chimie et/ou a partir de
ressource fossile. Hors, au regard de la raréfaction du pétrole et de la prise de conscience vis-
a-vis de ’environnement, de nouvelles directives en matiere environnementale (BIOCIDES
(1998) Directive REACH : enRegistrement, Evaluation et Autorisation des substances
Chimiques (2007)) et ont été mises en place et plaident aujourd’hui pour la substitution des
produits de synthese issus de la chimie par des bioproduits issus de ressources renouvelables.
Les biopolyméres d’origine naturelle, de par leur diversité de structure, et leurs propriétés
spécifiques (biosynthese, biodégradabilité, biocompatibilité, biosourcé, propriétés
rhéologiques, chimiques...) se présentent comme une alternative biotechnologique
intéressante permettant de répondre a tout ou partie des problémes liés a I'utilisation des
produits de synthese (Gavrilescu and Chisti 2005). Plus particulierement, la production de
biopolymeres par fermentation bactérienne présente des avantages par rapport a celle de
leurs homologues extraits d’algues ou de plantes. En effet, la production de polymeéres
bactériens est aisément controlée en conditions de laboratoire (Wingender et al. 1999). Ainsi
elle n’est pas soumise aux aléas climatiques, écologiques, politiques ou géographiques pour
I’approvisionnement de la matiére premiére, et n’a aucun impact environnemental (pollution
par les engrais) ou écologique (développement de la monoculture, réduction de la
biodiversité¢). D’autre part, la production de polymeres par fermentation bactérienne permet
d’assurer une production intensive et de qualité. De plus, les installations sont réduites
(fermenteurs) et permettent de réaliser des productions en continu. Ces parametres
garantissent une constance dans la production aussi bien en ce qui concerne le rendement que
la qualité. Enfin, concernant la production d’exopolysaccharides, les techniques d’extraction
et de purification sont simplifiées, écartant ainsi 1’utilisation de produits polluants, ce qui

permet de classer ces produits comme naturels et respectueux de 1’environnement.
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Les travaux initiés au LBMM deés 1987 a partir de la collection de bactéries
hydrothermales ont abouti a la découverte de nouveaux micro-organismes capables de
synthétiser des EPS originaux. Partant de ces travaux associant conditions de vie extrémes a la
syntheése de molécules innovantes, de nouvelles études ont porté sur d’autres environnements
atypiques. En Polynésie Francaise, dans une optique de découverte et de valorisation de
polymeéres d’intérét, des prospections ont ainsi débuté sur des zones atypiques intertidales plus
accessibles, parmi lesquels des tapis microbiens présents sur certains atolls. Ces tapis
microbiens sont fortement soumis aux variations de salinité ainsi qu’a une intense irradiation
solaire. Ils s’organisent en une structure stratifiée, de quelques centimetres a un metre
d’épaisseur, composée de plusieurs communautés microbiennes organisées en couches
successives en réponse aux gradients de lumicre, d’oxygene dissous, de potentiel redox, de
sulfures et de pH (Mao et al. 2001; Rougeaux et al. 2001; Guezennec et al. 2011). Une large
collection de micro-organismes a ainsi été constituée et a fait 1’objet d’un criblage afin de
mettre en évidence I’aptitude de ces bactéries a produire des polymeres. Les travaux réalisés a
ce jour ont mis en évidence un fort potentiel biotechnologique au niveau de la production
de molécules intéressantes (EPS, PHA, métabolites secondaires, pigments...) synthétisées

par ces bactéries (Rougeaux et al. 2001; Moppert et al. 2009; Guezennec et al. 2011)

A TDinstar des travaux décrits précédemment, une approche similaire a été menée en
Nouvelle-Calédonie au cours de cette étude doctorale, et a porté plus spécifiquement sur la

recherche de bactéries capables de produire, en condition de laboratoire, des EPS et des PHA.
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II. Les ExoPolySaccharides (EPS)

A. Description générale des EPS

Un polysaccharide est défini comme un enchainement d’unités monosaccharidiques
reliées par des liaisons glycosidiques. La formation d’une liaison glycosidique résulte de la
condensation entre la fonction OH du carbone anomérique du premier monosaccharide et une

fonction OH du résidu suivant (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma de la formation d’une liaison glycosidique.

Les polysaccharides sont les macromolécules les plus abondantes sur terre et dans les
océans. Ils peuvent avoir différentes origines : procaryote (bactéries) ou eucaryote (animaux,
plantes supérieures, champignons, levures, algues).

Les bactéries synthétisent plusieurs types de polysaccharides qui peuvent étre classés en trois
grands groupes selon leur localisation dans la cellule (Sutherland 2001) : (i) Le premier
groupe rassemble les polysaccharides du cytosol, ils servent de source de carbone et d'énergie
a la cellule; (i1) le second groupe concerne les constituants de la paroi tels que les acides
téichoiques et les peptidoglycanes; (iii) le troisieme groupe réunit les polysaccharides élaborés
par la cellule et secrétés dans le milieu, appelés polysaccharides extracellulaires ou
exocellulaires qui peuvent étre soit li€s de facon covalente a la cellule formant une capsule
(polysaccharides capsulaires (CPS)) soit relargués dans le milieu environnant sous forme de
« slim » sans association manifeste avec la cellule (Exopolysaccharides EPS). Ces EPS font

I’objet de notre étude.
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B. Composition chimique

Les polysaccharides sont constitués de I’enchainement d’unités monosaccharidiques
dont la variété stéréochimique et les possibilités de liaisons entre résidus donnent naissance a
une grande diversité de structures. En général, les exopolysaccharides bactériens sont
composés d’une unité de répétition comptant 2 a 8 résidus osidiques (mais pouvant aller
jusqu’a 12) organisés de manicre linéaire ou ramifiée. La répétition de cette unité¢ définit le
degré de polymérisation de I’EPS, c’est-a-dire son poids moléculaire, et I'indice de
polydispersité caractérise 1’homogénéité de la distribution des chaines. Les résidus
glycosidiques constitutifs de 1'unité répétitive peuvent Etre des oses neutres, des acides
uroniques ou des hexosamines qui conferent alors au polysaccharide un caractere plus ou

moins polyélectrolytique.

La structure primaire des EPS bactériens se caractérise également par la présence et la nature
des substituants. Ces composés non osidiques sont de type organique (pyruvate, lactate,
succinate, acétate...) ou inorganique (sulfate, phosphate) et sont liés de fagon covalente aux
résidus glycosidiques. Les groupements de types acétate et pyruvate sont les composés
organiques plus courants chez les EPS bactériens et les phosphates sont les groupements
inorganiques les plus fréquents, en particulier chez les bactéries a Gram positif. Bien que les
sulfates soient trés communs au sein des polysaccharides d’algues et de cyanobactéries, ils
sont généralement plus rares chez les EPS bactériens, a ’exception de quelques souches
décrites récemment (Mancuso Nichols et al. 2004; Roger et al. 2004).

Les caractéristiques structurales des EPS concernent donc principalement la nature de 'unité
répétitive et son degré de polymérisation. Elles régissent les propriétés physico-chimiques de
chaque EPS puisque celles-ci sont liées a la nature des résidus constitutifs, a leur
enchainement, a la longueur et au degré de ramification du polymere et a la présence/nature
de substituants et conferent ainsi a chaque EPS des propriétés spécifiques (chimiques,
rhéologiques, biologiques...) leur offrant des applications dans différents secteurs des

biotechnologies.
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Les résidus glycosidiques peuvent étre de plusieurs types. Dans 1’état actuel des données

disponibles sur 1’¢lucidation structurale des EPS, on retrouve couramment certains composés

osidiques types parmi lesquels :

- Les oses neutres avec en premier lieu, le glucose, le galactose et le mannose et en
second lieu le fructose et le rhamnose.

- Les oses acides de types uroniques avec le I’acide glucuronique et galacturonique
essentiellement.

- Les oses couplés a des groupements amines (-NH?2) souvent N-acétylés sous forme de
N-acétyl-glucosamine ou N-acétyl-galactosamine.

Les EPS peuvent également se retrouver couplés a des structures telles que des composés

organiques de type ester, lactate (Cescutti et al. 2011), pyruvate (Read and Costerton 1987),

succinate (Troyano et al. 1996), acétate ou encore des composés inorganiques comme le

phosphate (Robijn et al. 1995) ou le sulfate (Moppert et al. 2009) (Tableau 1).

La diversité des composés osidiques, des liaisons structurales, des configurations, des tailles

des polymeres génere une variation infinie de combinaisons et d’applications possibles chez

les EPS.
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Tableau 1 : Liste des principaux sucres présents dans la structure des EPS (Cescutti 2009)

Oses neutres ~ Pentose (5 C)

Ribose
Arabinose
Xylose

Hexose (6 C)

Glucose
Mannose
Galactose
Fructose
Rhamnose
Fucose

Oses chargés  Osamines

Glucosamine Souvent N-
Galactosamine acétylé

Acides
uroniques

A. Glucuronique
A. Galacturonique
A. Guluronique
A. Mannuronique

Plus rarement on peut retrouver les oses suivants :

2-acétoamido-2,6-didéoxygalactose, acide 3-déoxy-D-manno-oct-2-ulosonic, acide N-acétyl-
neuramicinique, acide 2-acétamido-2-déoxy-guluronique, acide 2-acétamido-2-déoxy-
mannuronique, sucres O-méthylés.

Substituants possibles :

N- et O-acétyl: ketal pyruvate, acide phosphorique (avec liaison diester).

Succinates, acides aminés, glycérol, ribitol, lactate.

37




Revue Bibliographique

Les ExoPolySaccharides (EPS)

C. Role physiologique

Les EPS sont synthétisés par de nombreuses bactéries, Gram positif ou négatif. Ils
jouent un rdle important dans la physiologie de la cellule et I’investissement énergétique pour
la synthese des EPS est tel que certaines espeéces dépensent jusqu’a 70% de leur énergie pour
synthétiser ces structures (Wolfaardt et al. 1999). Pour d’autres especes, I’incapacité a
synthétiser des EPS inhibe fortement leur capacité a proliférer. Les études menées sur
Pseudomonas aeruginosa et Vibrio cholerae ont montré une baisse significative de la
prolifération des souches ainsi que I’incapacité a activer certains genes (notamment ceux
impliqués dans leur pathogénicité) chez des mutants ayant perdu leur aptitude a synthétiser
des EPS (Wai et al. 1998; Sauer et al. 2002).

On attribue plusieurs fonctions a ces substances dont la principale est d’assurer
I’adhésion (fixation irréversible) des bactéries sur les surfaces et de favoriser le
développement d’un voile bactérien ou « biofilm », en concentrant et en piégeant la matiere
organique et les oligo-éléments nécessaires a la croissance bactérienne (Logan and Hunt
1987; Decho 1990; Decho and Herndl 1995). En sus de la formation de biofilms bactériens,
les EPS jouent également un rdle important dans les processus d’interaction et de
reconnaissances cellulaires. Cette architecture polysaccharidique, synthétisée par les
bactéries, favorise la présence d’une grande quantité de composés cellulaires parmi lesquels
des protéines extracellulaires permettant I’activation synchronisée de certains genes (de
défense, enzymes de lyse, etc.) par I’ensemble de la population bactérienne. La transmission
des messagers chimiques se fait par I’intermédiaire de vésicules membranaires pouvant
véhiculer des informations (enzyme, acides nucléiques) grice a cette matrice et se fixer sur
des récepteurs d’autres individus de la colonie (Flemming and Wingender 2002; Schooling
and Beveridge 2006).

Les EPS jouent également un role protecteur pour les bactéries : ils forment un matériel
visqueux offrant de nombreux avantages parmi lesquels la formation d’un milieu tamponné
protégeant la colonie des facteurs abiotiques pouvant étre 1étaux (variations de températures,
pH, salinités, les fortes expositions aux UV, aux métaux lourds, etc.)(Otero and Vincenzini
2003). Cette gangue gélatineuse constitue également une protection contre la dessiccation et

la prédation par certains protozoaires et virus (Beech and Tapper 1999; Ozturk et al. 2009) ou
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encore pour contrer le systtme immunitaire des hotes infectés, dans le cas des
pathogenes(Schwarzmann and Boring 1971).

La présence d’EPS est aussi fréquemment associée a la résistance des bactéries aux
antibiotiques : cet aspect rejoint en partie celui évoqué précédemment ou les bactéries
utilisent le biofilm produit comme milieu tamponné pour limiter ’action des antibiotiques
(O'Toole et al. 2000). Cette résistance, initialement uniquement d’ordre physique, conduit a
une adaptation génétique permettant aux bactéries de réduire leurs sensibilités aux
antibiotiques (Stewart and William Costerton 2001). Ce phénomene de résistance est par
ailleurs a I’origine de nombreux problemes dans le milieu hospitalier.

Enfin, associées aux conditions environnementales, des études portant sur des bactéries
isolées des milieux atypiques ont montré la synthése d’EPS et plus particulierement la
structure chimique de ces EPS peut étre considérée comme une adaptation/réponse a
I’environnement. Ainsi, les environnements extrémes tels que les océans glacials ont permis
de mettre au jour le role cryoprotecteur de certains EPS, ou encore leur pouvoir de rétention
vis-a-vis de microéléments tels que le fer (Krembs et al. 2002; Junge et al. 2004). L’étude des
souches hydrothermales vivant a proximité des sources hydrothermales profondes d’ou se
dégagent de fortes teneurs en métaux lourds ont révélé la présence de bactéries produisant des
EPS présentant de fortes capacités de rétention des métaux (Jeanthon and Prieur 1990).

Des études menées sur des zones atypiques en Polynésie Frangaise ont également montré le
role important des EPS dans le maintien des communautés de micro-organismes présents dans
les écosystemes formés au sein de tapis microbien (mare a « kopara ») (Mao et al. 2001;

Rougeaux et al. 2001; Richert et al. 2005; Moppert et al. 2009).
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D. Voies de biosynthese

N

La faculté a produire des polysaccharides est présente chez de nombreux micro-
organismes et plus particuliecrement chez les organismes procaryotes. Toutes les voies de
biosynthese des EPS ne sont pas encore connues car elles sont différentes et particulieres a
chaque bactérie. La biosynthese de quelques EPS a toutefois été plus particulierement étudiée
du fait de l'intérét biotechnologique de certains d’entre eux, comme les dextranes ou les

xanthanes.

D’une maniere générale, la production des EPS bactériens est réalisée selon des processus
intracellulaires nécessitant la présence du substrat, le plus souvent un sucre simple comme le
glucose ou le sucrose, dans la cellule. Ce substrat est alors phosphorylé puis éventuellement
modifié selon les besoins des processus métaboliques de formation du polymere. Puis ces
résidus sont transformés en nucléotides glycosilés (uridine-5’-diphosphoglucose ou UDP-
glucose par exemple) qui sont les précurseurs activés du polymere. Le nombre d’enzymes est
d’autant plus ¢levé que la composition en monomeres entrant dans la composition de ’EPS
est élevée. Les études menées sur Xanthomonas campestris pour étudier la formation du
xanthane ont permis de décrire la maniere dont cette espece est capable de former les trois
types d’oses (le glucose, le mannose et I'acide glucuronique) entrant dans la composition de
I’EPS a partir de glucose, de mannose ou de fructose (Figure 3) (Harding et al. 1993; Cescutti
2009). Durant cette étape de biosynthese, pas moins de 12 enzymes sont nécessaires a la

synthese des différents sucres entrant dans la composition du polymere.

Des glycosyltranférases assurent ensuite [’assemblage de 1’unité répétitive par transfert de ces
précurseurs sur un transporteur lipidique (undecaprenyl phosphate ou isoprénoide
pyrophosphate). A ce stade, différents groupements non osidiques peuvent étre ajoutés a
I’unité de répétition. Enfin, la polymérisation des monosaccharides activés est réalisée, et le
polymere est excrété dans le milieu extracellulaire. Pour cette derniere étape il existe peu de
données concernant des mécanismes spécifiques et I’hypothese qui prévaut a I’heure actuelle
est I’existence de transporteurs ATP-dépendant assurant le relais pour I’excrétion du

polymere. Cette hypotheése semble se confirmer pour X. campestris et la sécrétion de xanthane
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(Vanderslice et al. 1989), mais différents mécanismes semblent régir cette derniere étape chez

d’autres espéces (Boulnois and Jann 1989).

D —= LIDP 0O Glucose —= UDP D A.Gluc nigu

Figure 3 : Voie métabolique et enzymes impliquées dans la biosynthese du xanthane

Selon les souches, les EPS sont produits pendant la phase stationnaire de croissance et/ou, le
plus souvent, a la fin de la phase de croissance exponentielle. En outre, quelques micro-
organismes sont capables de produire simultanément plus d’un type d’EPS (Sutherland 2002;
Sutherland 2005). La production d’EPS constitue une adaptation a la composition du milieu
de culture, et peut donc étre favorisée lorsque ce milieu est supplémenté en substrat carboné et
limité en certains éléments nutritifs. Les conditions optimales de production d’EPS varient
selon les especes mais en général, la production d’EPS est favorisée par un ratio
carbone/azote élevé, une température d’incubation inférieure de quelques degrés a la

température optimale de croissance de la bactérie et une aération importante du milieu.

La synthese des EPS bactériens fait donc appel a des voies de biosyntheses complexes
nécessitant I'utilisation de plusieurs enzymes et la transcription de nombreux geénes. En outre,
certaines études mettent en évidence des différences quant aux genes transcrits codant pour la
synthese des enzymes régulant cette voie de biosynthese chez des especes appartenant a un

méme genre (Sengha et al. 1989; Osman et al. 1993; Schiller et al. 1993; Conti et al. 1994).
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D’autre part, comme il a été évoqué précédemment, la synthese de polysaccharides peut €tre

étroitement liée a celle d’autres génes, dont la pathogénicité.

E. Les applications biotechnologiques des EPS

bactériens

Jusqu’en 1970, le marché des polymeres hydrosolubles était dominé par les
polysaccharides d’origine végétale (pectine, cellulose), algale (alginates, carraghénanes) et
animale (chitine, chitosane, héparine), pour ensuite évoluer vers [utilisation des

polysaccharides bactériens.

En effet, les découvertes de ces dernicres années ont montré que les polymeres d’origine

bactérienne pouvaient se substituer a des analogues d’origine végétale tels que :

- La cellulose (Prashant R. Chawla et al. 2009) pouvant étre produite par un grand
nombre de bactéries (Shoda and Sugano 2005) ; la cellulose bactérienne présentant un

haut degré de pureté, de polymérisation et d’index de cristallinité.

- La production d’alginate (Sabra et al. 2001) avec un haut degré de pureté pour des

applications dans le secteur pharmaceutique.

- La production d’héparinomimétiques (Colliec-Jouault et al. 2004) comme alternative a

I’héparine produite par les animaux.

Outre les avantages liés au procédé de fabrication évoqué précédemment (ci-dessus : Partie
I/C), les EPS produits par fermentation bactérienne présentent généralement un degré de
régularité de structure et un poids moléculaire élevés. L ensemble de ces parametres ajoutés a
I’extraordinaire diversité de structures des EPS bactériens offrent de nombreuses possibilités

d’applications.

Ainsi, les EPS bactériens trouvent de nombreuses applications dans des domaines variés tels
que lindustrie agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique, médicale ou encore
I’environnement comme détaillé ci-dessus (Partie 1/B/2)). Leur capacité de piégeage des
métaux est également une propriété intéressante permettant d’envisager leur utilisation dans la

bioremediation des métaux, ou encore en cosmétique et médecine pour le traitement de
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certaines maladies (Loaéc et al. 1997b; Loaéc et al. 1997a; Iyer et al. 2005; Moppert et al.
2009).

1) Exemples d’applications

Ce paragraphe décrit 1’historique des développements biotechnologiques associés a la
production d’EPS par voie bactérienne, et leur utilisation dans différents secteurs de

I’industrie (Tableau 2) :

- Le xanthane : découvert en 1958, c’est le premier EPS ayant trouvé une application
industrielle a partir de 1964 et commercialisé sous le nom de Kelzan® par I’entreprise
Kelco®. Ce polysaccharide a été largement étudié et est utilis€ pour de multiples
applications commerciales en tant qu’agent de texture (épaississant, gélifiant), mais
également pour ses propriétés stabilisantes et émulsifiantes en agroalimentaire (E415),
ou encore pour la remontée assistée du pétrole. Cet hétéropolysaccharide est, en général,
produit par des especes du genre Xanthomonas et composé de glucose, d’acide
glucuronique et de mannose essentiellement, portant parfois des groupements pyruvate

et acétate (Garcia-Ochoa et al. 2000).

- Les alginates : en 1964, pres de 80 ans apres la découverte des alginates chez certaines
laminaires, des espeéces bactériennes capables de produire des alginates ont été
identifiées. Ces EPS sont produits par plusieurs especes du genre Pseudomonas ou
Azotobacter également et sont composés d’acide mannuronique et guluronique (comme
chez les algues), présentant toutefois une spécificité li€e a la présence de quelques

groupements acétylés sur I’acide mannuronique (spécifique aux EPS bactériens).

- Le gellane : découvert en 1978 par ’entreprise Kelco®, il n’est utilis¢ dans le secteur
industriel que depuis les années 90 sous I’identifiant de E418. Ce polymére présente
I’avantage d’avoir une excellente résistance thermique et acide ce qui lui a permis de
trouver des débouchés en tant qu’agent de texture dans I’agroalimentaire, mais aussi
dans la pharmaceutique (enrobage pour les médicaments). Il s’agit également d’un
hétéropolysaccharide produit par des especes du genre Pseudomonas ou Sphingomonas
et est composé de glucose, d’acide glucuronique et de rhamnose, parfois également

constitué de groupements glycérate et acétate (Fialho et al. 2008).
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- Le dextrane : les premieres descriptions de la présence de dextrane remontent a 1861
par Louis Pasteur (chez la souche Leuconostoc mesenteroides), mais ce n’est qu’en
1874 que Scheibler qualifie cet EPS sous le nom de dextrane. Ce polysaccharide est
produit par certaines especes appartenant aux genres Leuconostoc, Streptococcus et
Lactobacillus. Le dextrane est un homopolysaccharide composé de résidus de glucose
reliés entre eux par des liaisons o(1-6) sur I’axe principal avec des ramifications en a(1-
4) ou o(1-2). Le poids moléculaire de la molécule varie de 40 a 5.10° kDa selon la
souche productrice (Naessens et al. 2005). On retrouve ainsi de vastes applications du
dextrane notamment en santé humaine (synthése de plasma sanguin, enrobage de
médicaments) ou en tant que matériel de séparation de type Sephadex® (pour
SEparation PHARmacia DEXtran). Des modifications chimiques du dextrane ont
montré des applications comme anticoagulant, immunostimulant (Piret et al. 2000),
chélateur de métaux (mercaptodextran), en cosmétique et dans toute autre industrie

faisant appel a ses propriétés émulsifiantes et épaississantes (Robyt 1985).

- Les hyaluronanes : ou acides hyaluroniques (HA) ont été extraits pour la premiere fois
en 1932 par Karl Meyer a partir d’ceil d’animaux (Simoni et al. 2002) pour leurs
propriétés cicatrisantes. Ces HA sont généralement retrouvés plus spécifiquement chez
les animaux a sang chaud (Laurent and Fraser 1992). Dans les années 90, les premieres
expériences de production de HA par voie bactérienne étaient réalisées (Chong et al.
2005) avec succes permettant de répondre a la demande croissante du marché pour ce
type de polymere. Plusieurs especes bactériennes capables de produire des HA ont ainsi
été identifiées, notamment certaines bactéries des genres Streptococcus, Bacillus ou
encore certaines Lactococcus. Les HA jouent un rdle important dans la physiologie
animale au niveau des processus d’interaction de certains groupements protéiques, la
régulation de la pression osmotique et 1’expansion tissulaire lors de la cicatrisation
(Yamada and Kawasaki 2005). D’un point de vue chimique les HA sont des
hétéropolymeéres linéaires composés d’acide glucuronique et de N-acétylglucosamine
reliés alternativement par des liaisons glycosidiques de type B(1-4) et B(1-3), et
présentant un poids moléculaire variable selon I’organisme producteur (de 10 a 103
kDa). Les domaines d’application des HA ciblent essentiellement le secteur de la
médecine. On retrouve également des applications dérivées en cosmétique avec des

applications pour les traitements de la peau (régénération) notamment (Liu et al. 2011).
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Tableau 2 : Enumération des EPS les plus couramment retrouvés dans le secteur industriel et
de leurs caractéristiques.

Types d'EPS Compositions prfggsfrei:cs:es Applications Propriétés
Glucose Alimentation -Haute viscosité
Extraction -Stable a haute
assistée du température, pH,
Xanthane Mannose Xanthomonas spp pétrole salinité
A. glucuronique Pharmacie -Gélifiant
Acétate Cosmétique
Pyruvate Agriculture
Glucose Alimentation -Stable a Ph élevé
Rhamnose Pharmacie -Capacité gélifiante
Biologie
Gellane A. glucuronique  Sphingomonas spp moléculaire (gel -Gels
de migration) thermoréversibles
Acétate
Pyruvate
A. glucuronique  Azotobacter spp Alimentaire -Hydrocolloide
Alginate A. mannuronique Pseudomonas spp Médicale -Capacité gélifiantes
Acétate
Agrobacterium spp Alimentaire -Haute cristallinité
-Insoluble dans la
Cellulose Glucose Acinetobacter spp Biomédicale plupart des solvants
Industrie papier -Modelable
-Haute capacité de
résistance
Leuconostoc spp  Alimentaire -Non ionique
Dextrane Glucose Streptococcus spp  Pharmaceutique -Bonne stabilité
Chromatographie
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Types d'EPS Compositions Especes productrices Applications Propriétés
Agrobacterium spp Alimentaire -Gélifiant
Rhizobium spp Pharmaceutique -Insoluble dans I'eau
Curdlane Glucose i s .
Cellulomonas spp Cziptatlon des -Activité biologique
métaux lourds
Additif
A. glucuronique Streptococcus spp Médecine -Activité biologique
N-ac-glucosamine Pseudomonas spp Cosmétique -Hautement hydrophile
Hyaluronane -Réduction de la
pression osmotique
-Biocompatible
Glucose Alimentaire -Stable en milieux
acide
Galactose -Visqueux en solution
i Captation des huiles
Succinoglycane A e Alcaligenes spp P aqueuse
Pyruvate
Succinate
Erwinia spp Alimentaire -Peu visqueux
Bacillus spp Médecine —Haut?ment soluble
dans l'eau
Levane Fructose . » S )
Zymonas mobilis Cosmétique -Activité biologique
. -Réduction des
Industrie . .
pressions osmotiques
Galactose Alimentaire
Mannose Cosmétique
Glucose nd. Pharmaceutique -Visqueux en solution
Galactopol Rhamnose Médecine aqueuse
Acétate -Capacité émulsifiante
Succinate
Pyruvate
Fucose Alimentaire
Galactose Cosmétique -Capacité émulsifiante
Fucopol Glu,cose Enterobacter spp Ph?rmz'iceuthue -Activité biologique
Acétate Médecine -Visqueux en solution
Succinate aqueuse
Pyruvate
Fucose Shigella spp -Gélifiant
. . Glucose Salmonella spp . . -Viscosant
Acide Colanique Alimentaire

A. glucuronique

Galactose

Enterobacter spp

Escherichia coli
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Types d'EPS Compositions pr]jcisitcrfi:zes Applications Propriétés
Alimentaire -Gélifiant
Emulsane Acinetobacter spp Médecine -Hypoallergénique
Agriculture -Emulsifiant
Rhamnose Alimentaire -Viscosant
Xylinane Glucose Agrobacterium spp -Gélifiant
Mannose
Glucose Alimentaire -Stabilisant
Welane A. glucuronique Alcaligenes spp clzllllclllllllslglllz -Viscosant
Rhamnose -Additif
Glucose Alimentaire -Viscosant
Kefirane Galactose Lactobacillus spp  Pharmaceutique  -Stabilisant
-Antibactérien

De maniere générale, on remarque que les premieres applications des EPS bactériens a
visée industrielle remontent au milieu du XXeme siecle, mais que les découvertes sont bien
souvent antérieures. L’évolution des prouesses technologiques et du savoir-faire scientifique a
permis I’émergence d’un nouveau type d’outil de production par fermentation bactérienne
permettant de répondre aux demandes et criteres de qualité des industriels a 1’égard des

polymeres.

2) Les milieux atypiques comme sources de nouveaux types

d’EPS

Les polysaccharides bactériens ont déja prouvé qu’ils pouvaient s’imposer sur le marché
des polymeres. Les investigations menées au cours des dernieres années tendent a montrer, au
regard de la diversité de structure des nouveaux polysaccharides, que leur avenir est d’autant

plus prometteur.
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Dans la course a I’'innovation et la recherche de nouvelles structures originales, la
communauté scientifique s’intéresse de plus en plus aux micro-organismes issus du milieu
marin, riche d’une incroyable biodiversité dont seule une infime partie a été découverte a ce
jour. Plus particulierement, ces recherches portent sur les micro-organismes vivant dans des
environnements hostiles ou atypiques (abysses, lacs salés, sources hydrothermales...),
considérant que ces micro-organismes ont dii développer des stratégies d’adaptation pour
survivre aux conditions environnementales extrémes, via notamment la synthese de nouvelles

molécules originales.

La prospection des milieux extrémes fut ainsi le premier pas vers la découverte de
nouveaux types d’EPS. Les études menées sur les micro-organismes issus des sources
hydrothermales profondes ont particuliecrement attiré¢ I’attention avec la mise en évidence
d’une production de polysaccharides présentant des structures originales encore jamais
décrites (Dubreucq et al. 1996). Plusieurs nouvelles souches bactériennes ont ainsi été

découvertes durant ces recherches :

- Vibrio diabolicus : cette souche issue des profondeurs hydrothermales a été décrite
comme étant une nouvelle espece (Raguenes et al. 1997a) capable de produire un EPS
linéaire de haut poids moléculaire (800 kDa) composé de trois types de sucres : N-
acétyl-glucosamine, acide glucuronique et N-acétyl-galactosamine (Rougeaux et al.
1999b). Les applications déterminées touchent le secteur médical et cosmétique en
particulier pour ses propriétés régénératrices (cicatrisation osseuse, antiride) (Colliec-
Jouault et al. 2004). Ces propriétés sont probablement dues au fait que ce type
d’exopolysaccharide présente de fortes analogies structurales avec I’acide hyaluronique

(Deming 1998) qui est I’'un des principaux composant de la matrice extracellulaire.

- Alteromonas infernus : il s’agit d’une souche prélevée dans le Golf de Californie a 2000
metres de profondeur au niveau d’une source hydrothermale (Raguenes et al. 1997b).
L’exopolysaccharide produit par cette souche est majoritairement composé de glucose,
galactose, d’acide glucuronique et galacturonique, et dont le dérivé sulfaté présente des
propriétés anticoagulantes (Colliec Jouault et al. 2001). De par ses propriétés

héparinomimétiques qui semblent diminuer le risque de potentielles hémorragies
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(Colliec-Jouault et al. 2004), le composé néoformé trouve une application dans le milieu
médical.

- Alteromonas macleodii subsp. fijiensis : cette souche est originaire du Pacifique et a été
prélevée au nord du bassin de Fiji a plus de 2000 métres de profondeur a proximité d’un
site hydrothermal (Raguenes et al. 1996). L’exopolysaccharide produit par cette souche
est composé de plusieurs types d’oses, glucose, galactose, mannose, acide glucuronique
et acide galacturonique (Rougeaux et al. 1998), et présente des propriétés rhéologiques
proches de celle du xanthane (Raguenes et al. 1996). Les propriétés rhéologiques de ce
polymere semblent indiquer de potentielles applications en tant que stabilisant ou
gélifiant. La composition chimique complétée par des études sur les propriétés de
chélation de cet EPS semble indiquer un avenir prometteur dans le cadre du traitement

des eaux usées ou dans la biodétoxification des métaux lourds (Guezennec 2002).

Outre les souches issues des profondeurs hydrothermales, d’autres environnements extrémes
tels que les zones marines glaciales ont été prospectés, abritant des especes bactériennes

capables de produire des EPS aux des propriétés cryoprotectrices :

- Pseudoalteromonas arctica : cette souche a été isolée dans la péninsule de Barton sur
King George Island en milieu intertidal (archipel du Shetland, zone antarctique). Une
¢tude préliminaire de I’EPS produit par cette souche a montré une composition osidique
essentiellement constituée de glucose et de galactose. Par la suite, des tests menés sur le
pouvoir cryoprotecteur de ce polymere sur Escherichia coli ont montré que I’efficacité
constatée de ce dernier était deux fois supérieure a celle d’un cryoprotecteur commercial
(ici le glycérol) avec un taux de survie des souches atteignant 90% contre 48% avec

I’échantillon commercial (Kim and Yim 2007)

Les especes des genres Pseudoalteromonas, Shewanella, Polaribacter, et Olleya marilimosa
des milieux Antarctiques : une étude menée sur une collection de bactéries issues des milieux
glaciaux a également mis en évidence la présence d’EPS présentant une composition osidique
peu commune avec une forte présence d’acides uroniques et de groupements sulfatés
indiquant une potentielle application dans la captation des métaux (Mancuso Nichols et al.

2004; Nichols et al. 2005b).

Les milieux extrémes sont donc de formidables gisements pour la découverte de nouvelles

structures exopolysaccharidiques dont certains ont aboutit au stade de I’exploitation
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industrielle (Abyssine®, Hyalurift®, Glycolagen™, Lanacityn®, Hyanify™, Hyadisine™
etc...). Les milieux tropicaux et subtropicaux sont également des zones prometteuses en
terme de découverte d’espéces bactériennes a fort potentiel de production d’EPS avec des
structures chimiques originales ouvrant la voie vers des perspectives de valorisations tres
diversifiées (Ortega-Morales et al. 2007; Guezennec et al. 2011). D’ores et déja certains de
ces EPS ont trouvé des applications dans la fabrication de produits cosmétiques et font I’objet

d’une commercialisation (Exo-P™, Exo-T™, Exo-H™).
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III. Les PolyHydroxyAlcanoates (PHA)

A. Le plastique dans notre société

Plus de 300 millions de tonnes de pétrole sont consommées chaque année pour la
production des matieres plastiques synthétiques. Ces plastiques d’origine pétrochimique sont
essentiellement le polyéthylene (PE), le polypropylene (PP), le polystyrene (PS), le
polyvinyle chloride (PVC) et le polytétrafluoroéthylene (PTFE). Ces plastiques synthétiques
sont tres récalcitrants a la dégradation sous I’effet de facteurs biotiques (micro et macro
organismes) ou abiotiques (UV, température, salinité, pH) et seule une faible proportion
d’entre eux est recyclée. Ainsi, chaque année, plusieurs millions de tonnes de maticres
plastiques sont disséminées dans I’environnement ou elles persisteront quelques centaines

d’années, a I’origine de pollutions visuelles et écologiques.

Le constat réalisé par I’Agence de ’Environnement et de la Maitrise des Energies (ADEME :

http://www?2.ademe.fr) a révélé que la majorité des matieres plastiques générant des pollutions

par leur rejet dans I’environnement, est issue des emballages de supermarchés. Depuis 2002,
la taxation des plastiques dans la grande distribution a d’ores et déja permis de passer d’une

consommation estimée a 10 milliards d’emballages a 1 milliard en 2011.

Considérant la problématique environnementale et la diminution des ressources fossiles, des
solutions alternatives aux matériaux d’origine pétrochimique ont été développées parmi

lesquelles la synthese de « bioplastiques ».

Avant de poursuivre, il est important de définir le terme Bioplastique car son sens peut
varier selon les usages (Conseil National de I’Emballage en 2009). Ce terme est utilisé aussi

bien pour désigner :

- L’origine de la ressource utilisée qui est renouvelable, le terme de biosourcé est alors

généralement employé.
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- La gestion de la fin de vie du produit, soit sa biodégradabilité, c’est-a-dire « sa capacité
intrinseque a étre dégradé par des micro-organismes naturellement présents dans
I’environnement, pour simplifier sa structure et finalement se convertir en eau, CO2

et/ou CH4 et une nouvelle biomasse » (Source : ADEME 2005).

Ainsi les bioplastiques peuvent étre des polymeres biosourcés, mais non biodégradables
comme le « PE vert » synthétisé a partir de bioéthanol, ou des polymeres biodégradables mais
d’origine fossile (Figure 4). A contrario, les PHA présentent I’avantage de combiner deux

caractéristiques : étre biosourcés et biodégradables.

4 ABS : acrylonitrile butadiene styrene
ﬁ PA:  polyamide (nylon)
E PBS : polybutyrate succinate
g PBSAT polybutylene succinate-co-adipate terephtalate
u PBSL : polybutyrate succinate-co-lactate
Qo | PBT : polybutyrate terephthalate
[ PCL : polycaprolactone
% PE : polyéthyléne
= PET : polyethylene terephthalate
E = PHA : polyhydroxyalcanoates
zg PLA : polylactic acid
g PP: polypropylene

! PUR . polyurétane
Origine FOSSILE BIOSOURCE PVC : polyvinyl chloride

Figure 4 : classification des polymeres selon de leurs origines et de leur biodégradabilité
(Shen et al. 2009)

A T’heure actuelle, le marché des bioplastiques biosourcés est encore faible : en 2009, la
production massique annuelle mondiale ne représentait que 0,1 % de la production totale de
matieres plastiques (European Bioplastics et University of Applied Sciences and Arts
Hanover 2011 et PlasticsEurope EUPC EPRO EuPR 2010). Ce marché est cependant en plein
essor : selon différentes estimations, il devrait représenter entre 1 500 000 et 4 500 000 tonnes
en 2020 alors qu’en 2010, il était évalué a 580 000 tonnes dont 15 % de PHA (European
Bioplastics et University of Applied Sciences and Arts Hanover 2011). Ceci représenterait un

taux de croissance annuel de 10 a 23%.

Les PHA, comparés aux autres bioplastiques biosourcés et biodégradables, présentent

une importante gamme de propriétés thermoplastiques comparables a celles des plastiques
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d’origine synthétique communément utilisés, et la perspective de les produire par

fermentation bactérienne constitue un enjeu majeur pour nos sociétés modernes.

B. Description générale des PHA

La découverte en 1926 des poly(3-hydroxyalcanoates) ou PHA par le scientifique
francais Lemoigne qui mit en évidence la présence de produits de déshydratation et de
polymérisation de I’acide B-oxybutyrique (Lemoigne 1926) chez Bacillus megaterium. Ces
produits seront par la suite appelés des poly(3-hydroxybutyrates) ou PHB et les recherches
réalisées par la suite ont montré qu’un grand nombre de bactéries étaient capables de
synthétiser ce type de molécule. Les travaux sur les PHA sont relancés dans les années 70
suite a la crise pétroliere. Plus tard, en 1974 de nouveaux types de PHA sont découverts,
présentant quelques différences dans la structure chimique, on parlera de copolymeres.
Wallen et Rohwedder découvrirent ainsi des copolyméres composés d’unités 3-
hydroxyvalérate (3HV) et 3-hydroxyhexanoate (3HHx) (Wallen and Rohwedder 1974). En
1983, DeSmet et son équipe mettent en évidence I’espéce Pseudomonas oleovorans, premicre
bactérie identifiée capable de produire naturellement un polyhydroxy-octanoate (PHO) (de
Smet et al. 1983). Par la suite, des études ont permis d’isoler d’autres types de poly-

hydroxyalcanoates, et pres de 92 monomeres décrits comme naturellement présents

(Steinbiichel and Valentin 1995).

1) Structure chimique

Les PHA sont des homo- ou hétéropolyesters linéaires formés de R-hydroxyacides, le
plus souvent des 3-hydroxacides, liés par liaison ester (Figure 5). A ce jour, pres plus de cent
monomeres différents, d’origine naturelle ou artificielle, ont été identifiées chez les PHA
mais seulement une partie d'entre eux sont couramment retrouvés en grande quantité

(Tableau 3). Quelques cas d’hydroxylation en position 2, 4, 5 et 6, et de substitution par des
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groupements méthyles, carboxyles, aromatiques, halogénés etc... sont également décrits
(Steinbiichel and Valentin 1995; Zinn et al. 2001). La longueur de la chaine carbonée des

unités monomériques composant le PHA dépend principalement de la souche bactérienne et

R H ©
\\DM\
X

Figure 5 : Formule générale d'un poly-B-hydroxyalcanoate

de la source de carbone. Dans la chaine principale, la présence d’un carbone asymétrique en
configuration R- est liée a la stéréospécificité des enzymes de polymérisation (PHA

synthases).
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Tableau 3 : Sélection de monomeres entrant dans la composition des PHA (Zinn et al. 2001).

Acides 3- Acides 3-hydroxyliques- Ac1de§ 3 Acides 3-hydroxyliques- Autres acides 3-
hydroxylique- (insaturés) hydroxyliques- (substitués) hydroxyliques-
(branchés)
propionique 2-buténoique 2-méthylbutyrique cylcohexylbutyrique 4-hydroxybutyric
butyrique 4-pentanoique 2-méthylvalérique 5-phénylvalérique 4-hydroxyvalérique
valérique 4-hexenoique 2,6-diméthyl-3- . .
heptenoique 7-fluoroheptanoique 4-hydroxyhexanoique
hexanoique 5-hexenoique 4-méthylhexanoique 9-fluorononanoique 4-hydroxyoctanoique
heptanoique 6-heptenoique 5-méthylhexanoique 6-chlorohexanoique 5-hydroxyheptanoique
octanoique 6-octenoique 4-méthyloctanoique 8-chlorooctanoique 4-hydroxyhexanoique
nonanoique 7-octenoique 5-méthyloctanoique 6-bromohexanoique malique
décanoique 8-nonenoique 6-méthyloctanoique 8-bromooctanoique
undécanoique  9-decenoique 6-méthylnonanoique 11-bromoundécanoique
dodécanoique  10-undécenoique 7-méthylnonanoique 7-cyanoheptanoique
tétradécanoique 6-dodécenoique 8-méthylnonanoique 9-cyanononanoique
5-tétradécenoique 7-méthyldécanoique 12-hydroxydodécanoique
5,8-tétradécadienoique 9-méthyldécanoique succinate de méthylester
5,8,11-tétradécatrienoique acide adipique méthylester
4-hexadécenoique subérate méthylester
4,7-hexadécadienoique subérate éthylester
pimélate propylester
acide sébacique benzylester
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Selon la longueur de la chaine carbonée, les PHA peuvent étre classés en 3 catégories :

Les PHA a courtes chaines ou PHA scl (short chain length) constitués de monomeres
comptant de 3 a 5 carbones. Le plus répandu des PHA scl est le poly(3-
hydroxybutyrate) (P3HB) qui présente une cristallinité élevée et une température de
fusion proche de 180°C, comparable avec certains polymeres issus de la pétrochimie
telles que le polypropylene (PP) (Byrom 1987). Cependant le PHB est opaque, rigide et
relativement cassant ce qui limite son application industrielle. Afin de pallier a ces
inconvénients, I’introduction de monomeres tels que le 3-hydroxyvalérate (3HV) ou le
3-hydroxyhexanoate (3HHx) permet d’accroitre considérablement les propriétés
mécaniques du polymere (Bassett and Holmes 1988; Doi 1990). Un autre type de PHA
scl intéressant est le poly(4-hydroxybutyrate), résistant et malléable avec des propriétés
physiques proches de celles du polyéthyleéne. Il peut aussi étre combiné a d’autres types
d’acides 3-hydroxyliques afin d’en améliorer les propriétés (Kim and Lenz 2001; Rai et

al. 2011).

Les PHA a moyennes chaines ou PHA mcl (medium chain length) dont les unités
monomériques comptent de 6 a 14 atomes de carbone. Cet allongement des chaines
carbonées leur confere des caractéristiques physico-chimiques différentes des PHA scl.
Parmi elles, on retrouve une plus grande flexibilité du matériel, un degré de cristallinité
ainsi qu’une température de fusion plus faible. Avec des températures de transition
vitreuses comprises entre —65 et —25°C ainsi que des températures de fusion allant de 42
a 65°C, ces polymeres présentent des propriétés thermoplastiques intéressantes
(Barbuzzi et al. 2004). Les parties cristallines jouent un role clé dans la réticulation

physique permettant d’influer sur les propriétés mécaniques de ce type de PHA.

Les PHA a longues chaines ou PHA lcl (long chain length) sont constitués de
monomeres comptant plus de 14 atomes de carbone. Il s’agit certainement des PHA les
plus inhabituels et les moins étudiés. Plusieurs raisons a cela, d’une part la consistance
visqueuse de ces échantillons rend délicate leur manipulation, et d’autre part 1’existence

d’un nombre restreint d’applications pour ces PHA Icl dans le secteur industriel.
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2) Architecture macromoléculaire

Les PHA sont accumulés sous forme d’inclusions sphériques (5 a 20 par cellules) de
0,1-0,5 um de diametre localisées dans le cytoplasme. IIs peuvent étre visualisés a 1’aide d’un
microscope a contraste de phase du fait de leur haute réfractivité (Dawes and Senior 1973;
Grage et al. 2009). Toutefois les PHA mcl étant moins cristallins que les PHA scl, leurs
granules sont beaucoup moins visibles. Les chalnes de polymeres sont organisées en micro
fibrilles de 10-15 nm de diametre qui s’enroulent pour former une granule sphérique (Ballard
et al. 1987). Les granules, sous leur forme native (dans la cellule), ont un cceur hydrophobe
amorphe mobile (Barnard and Sanders 1989) et sont entourées d’une couche unique de
phospholipides contenant des protéines structurantes appelées phasines (Sudesh et al. 2000;
Steinbiichel 2001; Zinn et al. 2001), des PHA synthases (PHA polymérases), des PHA
dépolymérases (Luengo et al. 2003) et des protéines régulatrices (PhaR) (Grage et al. 2009)
(Figure 6).

Dépolymerase

Phasine

. Polvmérase
- ..
: 8

Monocouche de phospholipides

Protéine régulatrice

Figure 6 : Représentation schématique d'une granule d'accumulation des PHA (Luengo et al.

2003; Potter and Steinbiichel 2006).
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Le poids moléculaire des PHA se situe entre 50 et 1000 kDa selon le type de PHA,
I’organisme producteur et la source de carbone (Madison and Huisman 1999), mais peut

atteindre 3000 kDa chez Cupriavidus necator (Ballard et al. 1987; Lee et al. 2008).

Les PHA sont des polymeres de réserve synthétisés par certaines bactéries en réponse a
un stress énergétique, notamment un exces de source carbonée et une déplétion en certains
éléments (azote, phosphore, oxygene) nécessaires a la croissance bactérienne (Anderson and
Dawes 1990; Doi 1990). Ils sont accumulés au sein de la bactérie sous la forme de granules
cytoplasmiques, et constituent une source de carbone disponible. L’accumulation de granules
intracellulaires constitue une réserve carbonée idéale du fait de la faible solubilité de ces PHA
et de leur haut poids moléculaire, de plus ils n’exercent qu’une tres faible pression osmotique
sur les parois cellulaires. La bactérie peut ensuite réutiliser cette réserve de carbone pour son

métabolisme grace a I’action de PHA dépolymérases intracellulaires capables de

dépolymériser les PHA intracellulaires.

Certaines études ont également montré que la synthese des PHA facilite la mise en
place d’autres mécanismes propres a certains types de bactéries, tels que les mécanismes de
survie par sporulation qui est également déclenchée durant des périodes de stress (exemple de
genre : Bacillus, Azotobacter) (Slepecky and Law 1961; Reusch and Sadoff 1981). Chez
certaines bactéries fixatrices d’azote et symbiotes des légumineuses tels que : Rhizobium et
Bradrhyzobium, la synthése de PHB est associée au maintien de I’activité enzymatique de la
nitrogénase, efficace uniquement en anaérobiose (Senior and Dawes 1973; Anderson and

Dawes 1990).

3) Récupération des PHA

L’extraction des PHA est généralement réalisée en plusieurs étapes dont la premicre
consiste en un prétraitement des cellules (choc thermique, alcalin ou osmotique) permettant
de fragiliser les parois cellulaires et ainsi faciliter I’extraction du polymere.

L’extraction proprement dite utilise généralement des solvants chlorés tels que le

chloroforme ou le dichlorométhane qui permettent de perméabiliser la membrane et de
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solubiliser les PHA. Par cette technique, les lipides sont co-extraits; pour les éliminer, le
polymere est purifié par précipitations successives dans un solvant adéquat (méthanol ou
éthanol). Les PHA sont solubles dans les solvants chlorés et plus la taille des chaines latérales
augmente, plus la solubilit¢ des PHA augmente dans d’autres solvants comme le
tetrahydrofurane ou 1’acétone (Jacquel et al. 2007). Les méthodes d'extraction aux solvants
permettent d'éliminer les endotoxines, d'obtenir un haut degré de purification et n'induisent
que peu de dégradation du polymere. En revanche, ces procédés sont longs, cofiteux, et
présentent des risques pour I’environnement et la santé (Jacquel et al. 2008; Kunasundari and
Sudesh 2011).

D’autres méthodes utilisant une digestion chimique ou enzymatique peuvent étre également
employées. Elles permettent de digérer le matériel cellulaire entourant les granules de PHA
par l'intervention soient de produits chimiques, soient d'enzymes, voire la combinaison de ces
différents traitements. La digestion par 1'hypochlorite de sodium permet d'obtenir une bonne
pureté mais peut provoquer une forte diminution du poids moléculaire. L’emploi d’une
solution aqueuse a 30% d’hypochlorite de sodium pendant 30 a 60 minutes permet la
destruction de la membrane bactérienne et la récupération des granules de polyester (Doi
1990; Taniguchi et al. 2003), a condition de ne pas excéder 60 minutes de traitement afin
d’éviter la dégradation des chaines du polyester. En combinaison avec du chloroforme, la
dégradation du polymere peut étre atténuée tout en conservant une pureté élevée. Les
procédés de digestion enzymatique (Jacquel et al. 2008; Kunasundari and Sudesh 2011)
utilisent des enzymes de type protéases, nucléases, des lysozymes (Byrom 1987; Jacquel et al.
2007; Kathiraser et al. 2007), des cocktails de bromelaine et de pancréatinine (Kapritchkoff et
al. 2006) ou encore des extraits lytiques issus de cultures microbiennes (Lakshman and
Shamala 2006). Ces méthodes permettent d'obtenir une bonne récupération mais les procédés
restent complexes et coliteux.Des traitements supplémentaires peuvent €tre envisagés pour
améliorer la qualité du produit final comme l'utilisation de peroxyde d'hydrogene (Holmes
and Lim 1990) ou d'ozone (Jacquel et al. 2008).

De nouvelles méthodes émergent telles que I’extraction en fluide supercritique (Hampson and
Ashby 1999; Hejazi et al. 2003), I'irradiation aux rayons gamma (Divyashree et al. 2009),
I’autolyse (Martinez et al. 2011), ou encore les liquides ioniques (Wilkes and Zaworotko

1992).
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C. Voies de biosynthese chez les bactéries.

De par sa découverte au début du XXeme siecle et son abondance au sein des
communautés bactériennes, le PHB est le PHA le plus étudié et dont pour lequel les voies
métaboliques sont les mieux connues. A ’heure actuelle huit voies métaboliques différentes
aboutissant a la synthese de PHA ont été identifiées sur différents modeles bactériens : (1)
Alcaligenes eutrophus (actuellement renommé : Ralstonia eutropha) (Steinbiichel and
Schlegel 1991), (2) Pseudomonas cichorii (Honma et al. 2004), (3) Bacillus megaterium
(Poirier et al. 1995), (4) Cupriavidus necator (Doi 1995), (5) Clostridium kluyveri et
Escherichia coli recombinant (Valentin and Dennis 1997), (6) un mutant recombinant
Alcaligenes eutrophus (Valentin and Steinbiichel 1995), (7) Aeromonas hydrophila (Qiu et al.
2006) et (8) Brevibacterium epidermidis (Brzostowicz et al. 2002) (Figure 7).
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Figure 7 : Les différentes voies de biosynthese des PHA (Chen and Chen 2010).
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Le modele d’étude le plus couramment retrouvé est celui décrit par R. eutropha capable de

synthétiser du PHB a partir de I’acétylcoenzyme A (acétyle-CoA) en utilisant trois enzymes

clé :

. La premiere est la B-ketothiolase codée par le gene phaA qui va condenser deux
molécules d’acétyle-CoA en acétoacétyle-CoA, et ceci de maniere réversible.

. La seconde enzyme est I’acétoacétyle-CoA réductase codée par le géne phaB et va

permettre la réduction de I’acétoacétyle-CoA en (R)-3-hydroxybutyryl-CoA.

. Enfin la PHA synthase va polymériser les (R)-3-hydroxybutyryl-CoA (ou plus
généralement appelés thioester-CoA) sous forme de PHA. (Figure 8).

Figure 8 : Illustration de la voie de biosynthese du PHB.

Ce modele descriptif est retrouvé pour la synthese du PHB a partir du glucose, mais la
synthese de PHA au sens large du terme englobe des processus bien plus larges et passe dans
chacun des cas par une enzyme clé, la PHA synthase. Cette enzyme permet la polymérisation
des PHA et la synthese de plusieurs types de polymeres (courtes et longues chaines). 11 existe
quatre grandes classes de PHA synthases capables d’utiliser différents types de thioester CoA

comme substrat (Figure 9) :
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Figure 9 : Illustration de certains thioester CoA utilisés pour la synthése des PHA

La classe I est retrouvée chez des especes telles que R. eutropha, I’enzyme est
constituée d’une seule sous-unité (masse moléculaire comprise entre 61-73 kDa) qui va
polymériser préférentiellement les acides gras de type (R)-3-hydroxy (plus
particulierement le R(-)-3-hydroxybutyryl-CoA) composé de 3 a 5 atomes de carbone

(Steinbiichel and Schlegel 1991; Qi and Rehm 2001).

La classe II est typique des especes du genre Pseudomonas (exemple : P. aeruginosa)
avec un polypeptide de masse moléculaire proche de celle de la classe I, mais est
capable de polymériser des acides gras formés de 6 a 14 atomes de carbone (Peoples

and Sinskey 1989; Slater et al. 1992; Amara and Rehm 2003).

La PHA synthase de classe III (ex : A. vinosum) est composée de deux sous-unités de

masse moléculaire proches de 40 kDa respectivement. Ces deux sous-unités sont issues
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de la transcription des genes phaC (21-28% d’homologie séquentielle avec les geénes
phaC de classe I et 1I) et phaE. Ce type de PHA synthase montre également une
préférence pour les acides gras des thioesters CoA de faible taille (entre 3 a 5 carbones)

(Rehm and Steinbiichel 1999).

- Enfin la PHA synthase de classe IV (ex : B. megaterium) est également formée de deux
sous unités semblables a celle de la classe III, la différence se situe au niveau de la
seconde sous-unité (masse moléculaire : 20 kDa) qui n’est pas transcrite par le gene

phaE, mais par le géne phaR (Rehm 2003).

Ces quatre classes de PHA synthases interagissent avec plusieurs voies métaboliques pour

former les différents types de PHA (Figure 10) (Luengo et al. 2003).

(a) Voie d'oxydation
des alcanes.

Acetyl-CoA —‘E}—" Malonyi-Co
(b) beta-oxydation des

Acetoacetyl-CoA MalonylACP acides gras.

Acyl-ACP
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el 5 S HERIA T SHcmaes AR LEroyALe biosyntheése classique
e 79 N )
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biosynthése de novo
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Figure 10 : Illustration des intéractions possibles entre les voies métaboliques pour la

synthese de PHA. (Luengo et al. 2003)
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Remarque :

On retrouve dans la littérature un grand nombre de PHA synthases différentes en effet on
répertorie a ’heure actuelle plus de 59, toutes classes confondues, avec des pourcentages
d’homologie de séquence allant de 8 a 96% (Rehm 2003). Il existe ainsi des especes qui

échappent aux types de classements enzymatiques cités précédemment, c’est le cas de :

- Aeromonas punctata produisant du PHB et qui ne possede que 45% d'homologie avec

la PHA synthase de type I (Fukui and Doi 1997).

- Pseudomonas sp. 61-3, son enzyme est proche de la PHA synthase de classe II

présentant 80% d'homologie avec cette derniere (Matsusaki et al. 2000).

- Thiocapsa pfennigii composé de deux sous unités, avec 85% d'homologie avec la PHA

synthase de classe III (Liebergesell et al. 2000).
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Le cas de I’hydroxyvalérate :

Comme ceci a été évoqué précédemment R. eutropha possede une PHA synthase de
classe I qui montre une préférence pour les substrats de type C3-C5 engendrant la synthese
de PHA scl. Cette bactérie peut également produire des PHA d'un autre type (Doi 1990;
Steinbiichel and Schlegel 1991; Dias et al. 2006). L'addition de propionate ou de valérate en
complément du glucose induit la production d'un copolymere de 3-hydroxybutyrate (3HB)
et 3-hydroxyvalérate (3HV) pour former un P(HB-HV) (ou PHBV). L'étude de ce
phénomene a révélé la présence d'une voie métabolique parallele avec la présence d'une
nouvelle enzyme la 3-ketothiolase (gene bktB) (Slater et al. 1988; Poirier et al. 2002)
(Figure 11).

Valerate Gilucose

W W
Valervl-CoA tvle Cod
v g
I l el l
A W
(H)-3- UTOXx ! Vd ‘ -CO0A (I )- :'—i[_ l i '”|.[>. ‘—‘:. oA
\ W

PHB-H PHBE

Figure 11 : Voie de biosynthese du P(HB-HV).

65



Revue Bibliographique

Les Poly-HydroxyAlcanoates (PHA)

D'un point de vue génétique, on retrouve souvent les genes de la PHA synthase regroupés au
sein d'un opéron avec d'autres enzymes impliquées dans la voie de biosynthese des PHA
(Rehm and Steinbiichel 1999; 2005). On distingue ainsi 4 types d'opérons correspondant aux
4 classes de PHA synthase évoquées précédemment. LLe modele proposé pour l'opéron de
classe I a été inspiré des études entreprises sur R. eutropha et est valable sur un grand nombre
d'especes appartenant aux a-Proteobacteria (Valentin and Steinbiichel 1993; Tombolini et al.
1995; Cevallos et al. 1996; Mandon et al. 1998; Maehara et al. 1999; Qi and Rehm 2001).
L'ensemble des Pseudomonaceae accumulant des PHA mcl a pu étre intégré sur un modele
correspondant a l'opéron de classe II. De la méme maniere l'opéron de classes III est le
modele représentatif pour la majorité des especes pourvue de la PHA synthase de type III.
Pour les PHA synthases de classes IV, un modele a également été proposé. On ne connait a
I'heure actuelle que quelques exceptions pour les especes du genre Bacillus (McCool and
Cannon 2001; Satoh et al. 2002; Suriyamongkol et al. 2007). Le modele illustrant les
différentes classes d'opérons a été inspiré des travaux de Rehm et Steinbiichel (Rehm and

Steinbiichel 1999) (Figure 12).

Classe I
Ralstonia eutropha
phaC {1767 pb) phad (1179 pb) phaB (738 ph) ORF1 (351 pb)
—_ — ] 7 I |
84 pb 74 pb 430 pb
. Classe IT
Pseudomonas aeruginosa
phaCl (1677 pb) phaZ (833 pb) phaC2 (1580 pb) phaD (615 pb)
1 L1 =
155 pb 69 pb 53pb
Classe III
Allochromatium visonum
phaC (1068 pb) phaE (1074 ph) phad (1183 pb) ORF4 (462 pb) phaP (363 pb) phaB (741 pb)
| L L (] L1
37 pb 150 ph 146 pb 96 pb 188 pb
Classe IV
Bacillus megaterium
phaP (313 pb) phaQ (441 pb) phak (602 pb) phaB (744 pb) phaC (1089 pb)
| M— | STe—ll L It
162 pb 383 pb 2pb Tipb

Figure 12 : Les opérons associ€s aux différentes classes de PHA synthases.
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D. Propriétés et applications des PHA

Les PHA sont des esters produits naturellement par certaines bactéries a partir de
ressources renouvelables (carbohydrates, acides gras, co-produits...). Ils sont aussi
biodégradables, biocompatibles, et forment une grande famille de thermoplastiques dont la
diversité de structures donne acces a une large gamme de matériaux présentant des propriétés

physico-chimiques variées et pouvant trouver des applications dans de nombreux domaines.

1) Propriétés chimiques

La majorité des PHA bactériens se présentent sous la forme hydroxylée sur le carbone
3. Ils possédent un carbone asymétrique sur leur chaine principale dont le centre de chiralité
se présente exclusivement sous la configuration stéréochimique (R). Ainsi les PHA
apparaissent, pour la plupart, comme des polymeres isotactiques et optiquement actifs (Akita
et al. 1976). Cette isotacticité qui leur confere un caractere cristallin est due a la
stéréospécificité des enzymes responsables de leur biosynthese; elle explique par ailleurs le
caractere biodégradable de ces polymeres, les enzymes dégradant les PHA étant elles aussi

stéréospécifiques.

2) Propriétés physiques

Lors de I’extraction, les PHA, a 1’état de fluide amorphe a I'intérieur des granules
intracytoplasmiques, deviennent cristallins, ce qui donne un matériau plus ou moins rigide
caractérisé par des propriétés thermiques et mécaniques dépendant de la composition

monomérique.
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Les PHA scl sont des polymeres tres cristallins dont les propriétés thermiques
dépendent de la nature des unités monomériques entrant dans leur composition. Le P(3)HB a
de bonnes propriétés thermoplastiques et possede une température de fusion de I’ordre de
179°C, proche de sa température de dégradation (200°C) ce qui est un facteur limitant pour
les procédés de transformation. L’incorporation d’unités 3-HV dans du P(3)HB produit un
copolymere de type P (3HB-co-3HV), moins rigide et moins cassant, avec une température de
transition vitreuse (Tg) et une température de fusion (Tm) réduites tout en conservant une

cristallinité équivalente.

Les PHA mcl sont des thermoplastiques élastomeres présentant un faible taux de cristallinité
(entre 20 et 40% en moyenne), du fait de la présence de chaines pendantes (de taille variable)
qui perturbent la cristallisation des chaines polyesters (Sanchez et al. 2003). Ils présentent des
Tg comprises entre -25 et -65°C et des Tm comprises entre 42 et 65°C (Rai et al. 2011).
L’intérét des copolymeres vise a augmenter les capacités physiques des matériaux, par
exemple I’incorporation de monomeres de type 3-hydroxyoctanoate 3(HO) permet
d’augmenter les propriétés ¢élastiques du polymere (Marschessault et al. 1990; Preusting et al.
1990; Gagnon et al. 1992). L’incorporation au PHA du 3-hydroxyundécénoate 3(HU) permet
d’obtenir des structures portant des insaturations sur les chaines latérales ce qui permet de
générer des matériaux fonctionnalisables. On retrouve couramment dans la bibliographie le
cas du poly(3-hydroxyoctanoate-co-hydroxyundécénoate) (PHOU) qui est un polymere avec
des doubles liaisons en parties terminales, plus sujet a des modifications ultérieures (Bear et
al. 2001).

Les propriétés mécaniques et thermiques de quelques PHA scl et mcl en comparaison avec

quelques polyesters d’origine pétrochimique sont présentées dans le Tableau 4.
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Type de polymeres Tg (°C) Tm (°C) CHSE;B)I nite
P(3HB) 4 180 60
P(3HB-co0-3% 3HV) 8 170 59
P(3HB-co-14% 3HV) 4 150 57
P(3HB-co0-25% 3HV) -1 137 54
P(3HB-co0-75% 3HV) -13 83 54
P(3HB-co-20% HHXx) -4 52 18
P(3HB-co-7%P4HB) -2 172 50
P(3HB-co-
16%P4HB) -7 130 45
P(3HB-co-
64%P4HB) -33 >0 15
P(4HB) -48 53 34
PHA mcl -252-40 40a65 20 240
PHO -36 48 13
P(HO-co0-2,5%HU) -39 54 7,5
P(HO-co-12%HU) -43 46 5
P(HO-co-25%HU) -50 nd nd
Polypropyléne -10 176 30
Polystyrene 100 240

Tableau 4: Comparatif des propriétés physicochimiques des PHA

(Doi 1990; Sudesh et al. 2000)
(Kaplan 1998)

(Kaplan 1998)

(Kaplan 1998)

(Yoshiharu 1990)

(Doi 1995)

(Saito and Doi 1994;

Saito et al. 1996)

(Saito et al. 1996)

(Saito et al. 1996)

(Saito and Doi 1994,

Saito et al. 1996)

(Gross R.A et al. 1989)
(Simon-Colin et al. 2012b)
(Simon-Colin et al. 2012b)
(Simon-Colin et al. 2012b)
(Simon-Colin et al. 2012b)
(Yoshiharu 1990)

large gamme (Young et al. 1975)

Outre ces propriétés mécaniques, les PHA sont résistants aux UV et présentent des propriétés

intéressantes en tant que barriere pour certains gaz (en particulier a ’oxygene).

3) Biodégradabilité

Une des propriétés les plus attractives des PHA est liée a leur biodégradabilité assurée

par de nombreux organismes naturellement présents dans 1’environnement (bactéries,

champignons...) qui sont capables de sécréter des PHA dépolymérases permettant de

dégrader les PHA en molécules d’eau et dioxyde de carbone (aérobie) ou méthane (anaérobie)
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qu’elles utilisent pour leur métabolisme. Le taux et la vitesse de biodégradation dépendent de

nombreux facteurs dont la population microbienne, la température, et la nature du polymere.

a. En milieu extérieur

Afin d’étudier la biodégradabilité des PHA, la plupart des études ont pris le P(3HB)
comme molécule de référence et ’ont testé sur un ensemble de micro-organismes appartenant
a la famille des Pseudonocardiaceae, Micromonosporaceae, Thermomonosporaceae,
Streptoporangiaceae et Streptomycetaceae connus pour dégrader les P(3HB) dans leur
environnement (Manna and Paul 2000; Tokiwa and Calabia 2004). Le polymere est ainsi
dégradé en 3-hydroxybutyrate par les enzymes PHA dépolymérases puis est oxydé et réduit
en acétyle CoA pour étre utilisé dans le cycle de I’acide citrique et finalement oxydé en CO;
(Jendrossek 2001). Il existe un grand nombre d’organismes capables de dégrader les PHA

dans I’environnement, qu’ils soient bactériens ou fongiques en libérant des enzymes dans le

milieu extracellulaire afin de solubiliser les polymeres et les absorber (Holmes 1985).

b. La biodégradation in vivo

Parmi les applications des PHA, on retrouve une utilisation dans les implants ou les
matériaux chirurgicaux. Les mécanismes de dégradation des PHA in vivo sont d’une grande
importance pour de futures applications, car celle-ci doit étre proportionnelle a la régénération
du tissu traité (ni trop rapide, ni trop lente). Une étude menée par Duvernoy et son équipe a
rapporté que dans leurs expériences, les films de P(3HB) perdaient de 30 a 80% de leur masse
en une année (Duvernoy et al. 1995). Les études in vitro sont arrivées a la conclusion que la
dégradation des PHA dans l’organisme est en fait multiphasique et dépendante de la
température et du pH. Dans les premieres semaines, le polymere perd de sa cristallinité et
s’érode lentement libérant des mono-, di- et tétrameres dans le milieu réduisant ainsi la masse
molaire de la molécule jusqu’a sa disparition sur une période estimée entre 2 et 3 ans (Volova
2004). Ces résultats sont en corrélation avec les dernieres études sur la biodégradation in vivo
des PHA et encouragent la recherche pour des applications dans le milieu médical (Valappil

et al. 2006).
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4) Biocompatibilité

La biocompatibilité peut étre définie comme la capacité d’un biomatériel a induire une
réponse appropri¢e de I’hote dans une application spécifique (Prime 1991). De nombreux
travaux attestent du caractere biocompatible des PHA et plus particulierement celle du PHB
(Zinn et al. 2001). En effet, on considére que I'unit¢ monomérique 1’acide 3-(R)-
hydroxybutyrique et que les oligomeres de PHBs sont des constituants naturels du plasma
humain dont les concentrations sont comprises entre 0,3 et 1,3 mM pour le monomere et 0,6

et 18,2 mg.L™! pour les oligomeres (Reusch 1995; Wiggam et al. 1997)

E. Les applications biotechnologiques des PHA

bactériens

1) Exemples d’applications

En raison de leur caractere biorenouvelable, biodégradable et biocompatible, les PHA sont

des matériaux treés intéressants pour des applications dans de nombreux secteurs industriels :

- Emballage : notamment pour la conception de nouveaux emballages biodégradables
issus de ressources renouvelables comme des sacs, contenants ou encore pour
I’imperméabilisation du papier. On retrouve des PHA pour la fabrication d’objets
jetables tels que les rasoirs, récipients de cosmétique, bouteilles de shampoings,
vaisselle jetable (gobelet, assiettes, couverts)(Lenz and Marchessault 2004). L’une des
premieres applications des PHA a débuté en avril 1990 par Biopol (ICI, UK) et
I’¢laboration de bouteilles de shampoing entiérement biodégradables (Weiner 1997). En
outre, du fait de leurs propriétés barriéres aux gaz, notamment a I’oxygene, les PHA

présentent un intérét pour I'imperméabilité des aliments sous atmosphere protectrice

(Pedersen et al. 2001).
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- Domaine médical : du fait de leurs biodégradabilité et biocompatibilité intrinseques et
de la grande diversité de structures, les PHA sont des biopolymeres tres prometteurs
pour des applications dans le domaine médical en tant que biomatériau tels que des
patches cardiaques, des valves artificielles, des implants, des sutures (Williams and
Martin 2002), des excipients ou dans I’enrobage de composés a libération controlée
(Zinn et al. 2001). A noter que I’hydrophobicité naturelle des PHA n’est pas propice a
une utilisation en 1’état pour les applications médicales, et que des modifications du
PHA natif sont souvent réalisées afin de les rendre solubles dans les solvants polaires.
Afin d’accroitre I’hydrophilie et/ou d’améliorer la dégradation hydrolytique des PHA,
de nouvelles fonctions (époxyde, acide carboxylique, groupement hydroxyle) peuvent
étre introduites notamment au niveau des doubles liaisons latérales réactives présentes
sur certains PHA (Bear et al. 1997; Renard et al. 2004; Renard et al. 2005; Guérin et al.
2010). En outre, ces nouveaux groupements fonctionnels peuvent étre utilisés pour
greffer des molécules bioactives, ou des oligomeres trés intéressants pour la

vectorisation et la libération contrdlée de médicaments (Babinot et al. 2010).

- Agriculture : le secteur de I’agriculture fait également appel aux propriétés des PHA
notamment dans la confection de films de protection pour les cultures, confectionnés a
partir de P(3HB) couplé a des PHA a moyenne chaine pour plus de souplesse (Hocking
and Marchessault 1994), et commercialisés sous le nom de Nodax™, On retrouve
également la confection de billes a libération lente (engrais ou insecticide) inspirées du
secteur pharmaceutique (Holmes 1985). Une derniere application développée plus
récemment est l’utilisation des PHA pour I’inoculation de souches bactériennes
fixatrices d’azote afin d’accroitre le rendement des récoltes (Kadouri et al. 2003;

Kadouri et al. 2005).

De nombreuses autres applications des PHA existent, dans 1’industrie textile, en alimentation

animale ou bien dans le secteur des nano-composés.
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2) La valeur marchande

Lors de I’entrée des PHA sur le marché, la filiere a été tres rapidement limitée par sa
capacité et son colit de production étant devenus des obstacles a leur affirmation en tant
qu’alternative aux plastiques pétrochimiques. L’entreprise BIOPOL® a été la premiere a se
lancer dans la production de PHA issus de R. eutropha avec I’apport de glucose et de
propionate comme substrat carboné, aboutissant a des prix de l'ordre de 16§ US par
kilogramme (Lee 1996). L’entreprise Proter & Gamble a, au travers de ses recherches
d’optimisation, réussi a développer le Nodax™ avec des prix avoisinant les 2,2$ US par
kilogramme (Keenan et al. 2005). La compagnie Metabolix (créée en 1992) est leader
mondial dans le développement des matériaux issus de ressources renouvelables tels que les
PHA. Cette compagnie a établi en 2006 un partenariat avec ADM (Archer Daniel Midland
Company) afin de produire et d’exporter des plastiques de PHA a travers les Etats-Unis,
I’Europe et d’autres pays d’Asie. La méme année Metabolix a réussi a lever un appel d’offres
émanant des Etats-Unis pour une somme de 95,2 millions de $ US. Metabolix est
actuellement I’entreprise leader dans le monde pour la production et I’exportation de

plastiques biodégradables.

La thématique des plastiques biodégradables sera amenée a se développer dans les années a
venir pour des raisons économiques (augmentation des prix du pétrole), écologiques (prise de
conscience vis-a-vis de I'impact environnemental) et sanitaires (moyen de traitement des
déchets carbonés). Ajouté a cela, la création en 2007 de la reglementation REACH pour
I’évaluation, I’autorisation et les restrictions des substances chimiques, rationalise
I’introduction de nouvelles substances chimiques au sein de 1’Union Européenne, et

encourage le développement des travaux de recherche sur les biopolymeres.
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Présentation de la Nouvelle-Calédonie

I. Présentation de la Nouvelle-Calédonie

La Nouvelle-Calédonie est un archipel mélanésien baigné par un climat subtropical et
ayant la caractéristique d’abriter le plus grand lagon du monde. La Grande Terre (subdivisée
en deux avec la Province Nord et la Province Sud) qui constitue 1’ile principale est entourée
de I’lle des Pins, des Iles Loyautés (Maré, Lifou, Ouvéa) et des Iles de Belep qui gravitent
autour d’elle. 11 s’agit également d’un territoire regroupant prés de 1,5 million de km? de
zones maritimes comprenant des milieux intertidaux extrémement riches et variés autour
desquels pullulent faune et flore d’une diversité unique au monde. Parmi ces milieux
intertidaux, on retrouve platiers, récifs coralliens, falaises calcaires, plages de sable, herbiers,
algueraies, mangroves, vasieres et tannes sursalées, ainsi que sources hydrothermales. La
diversité des habitats ainsi que I’isolement géographique du territoire (1500 km de I’ Australie
et 2000 km de la Nouvelle-Z¢lande) ont favorisé 1’émergence d’espéces propres a cette région
du monde et suscitent I'intérét de nombreux organismes de recherches nationaux et

internationaux.

Dans le domaine de la microbiologie, on retrouve des études décrivant plusieurs especes
nouvelles issues du sol calédonien et une utilisation potentielle notamment dans la
revégétalisation des maquis miniers (Saintpierre et al. 2003; Saintpierre-Bonaccio et al. 2004;
Saintpierre-Bonaccio et al. 2005). Il s’agit 1a des premiers cas portant sur la valorisation et

I’exploitation microbienne sur le territoire.

Les études sur la thématique des bactéries marines de Nouvelle-Calédonie sont encore
trés restreintes et portent essentiellement sur 1’écologie microbienne au sens large (Kristensen
et al. 2008; Pringault et al. 2008; Torréton et al. 2010) ou encore sur I’étude des impacts, de
I’identification et de la lutte contre les pathogenes en aquaculture (Costa et al. 1998; Goarant
et al. 2006; Goarant et al. 2007). L’étude bibliographique menée n’a permis de trouver que
trés peu d’information portant sur la valorisation des micro-organismes marins (Guillemard et

al. 2012), il s’agit donc la du premier projet de ce type sur le territoire.
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Le matériel biologique

II. Le matériel biologique

A. Prospection, échantillonnage, et mise en collection

1) Les campagnes des prospections

Les deux missions de prospections qui ont eu lieu en avril 2010 et en avril 2011 sur des
zones essentiellement situées sur la cote ouest de la Grande Terre et I'lle des Pins sont a
I’origine de la premiere collection de bactéries marines de Nouvelle-Calédonie (Figure 13).
Les zones prospectées ont été sélectionnées, car elles étaient représentatives de zones
« atypiques » avec un fort balancement des marées et des conditions météorologiques qui
provoquent de grandes variations des facteurs abiotiques (UV, salinité, température, pH). La
premiere mission de bio-prospection a ainsi été réalisée sur 5 zones regroupant 13 sites
d’échantillonnages (tannes, mangrove, platier, récif corallien, estuaire...) situées en Province
Nord, en Province Sud et sur le lagon sud (Tableau 5). Au total 165 prélevements ont été
effectués durant cette mission par prélevements de substrats (vase, eau, biofilm), par
écouvillonnage (organismes vivants, surfaces inertes) ou encore par carottage. Pour la
seconde campagne, trois zones ont été prospectées : Le Sud (sol de type latérite) et plus
particulierement le site de Prony avec son activité hydrothermale marine ; la barriere de corail
(partie émergée a marée basse), et I'lle des Pins (milieux de types coralliens, platiers, plages
de sable et zones marécageuses). Sur ce dernier lieu, ce sont des sites a I’écart des zones
touristiques ou des sites « tabou » régis par la coutume mélanésienne qui ont été prospectés
afin de préserver les prélevements d’une contamination anthropique. Sur les 6 sites
prospectés, 84 prélevements ont €t€é obtenus, par écouvillonnage ou échantillonnage de

substrats.
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Figure 13 : Carte des zones de prélevements durant les prospections de 2010 et 2011.

Tableau 5 : Identification des zones prospectées et des prélevements associés.

Prospection I (2010) Prospection IT (2011)
N°de Nombrede  Nombre N°de Nombrede Nombre
. s . Zone . 1 v Zone
site  prélevements d'isolats site  prélevements d'isolats
1 16 56 1 9 22
) Prony
2 6 28 Foué 2 9 27
5 24 65 3 9 36 e d
e des
3 20 69 4 17 62 .
Témala Pins
4 9 5 16 44
6 3 4 Poindimié 6 » A4 Bamer? de
7 14 40 corail
8 6 7 Beaupré
9 2 7
10 29 52
11 6 d 103
(pagode) St-Vincent
13 1
Récif Phare
12 36 43 Amédé
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A partir des prélevements, 493 isolats ont été obtenus durant la premiere campagne et 278

durant la seconde pour un total de 771 isolats placés en collection.

2) Isolement et stockage des souches

a. Préparation des milieux de culture

Le milieu de culture utilisé est le milieu Zobell (ZoBell 1941) dont la composition est la
suivante :

- 1 g.L™! d’extrait de levure (Yeast Extract)

- 5 g.L" de peptone

- 30 g.L™ de sel de mer (Sea Salt)

Pour les cultures liquides, le mélange est distribué dans des tubes en verre a raison de 8 mL
par tube avant d’étre autoclavé (30 min, 121°C). Pour la préparation des milieux gélosés, le

milieu est additionné de 12 g.L' d’Agar.

Les milieux sont conservés a 4°C jusqu’a 2-3 mois.

b. Culture et isolement des souches

- Au plus tot apres la mission sur le terrain, chaque échantillon prélevé est placé
stérilement dans un milieu de culture Zobell liquide puis incubé a 27°C sous agitation

(250 rpm) pendant 24h.

- A J+1, une goutte de culture est étalée sur milieu gélosé (boite de Pétri) puis incubée a

27°C. Afin de pouvoir séparer au mieux les différents isolats, nous avons opté pour la
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technique d’épuisement en strie qui permet d’obtenir plus facilement des colonies

isolées.

- Un second repiquage est réalisé le lendemain, et reproduit jusqu’a I’obtention d’une

colonie homogeéne (d’un point de vue phénotypique).

- Le repiquage de la colonie homogene est ensuite réitéré 3 fois a partir d’une colonie

isolée afin de garantir la pureté de la souche.

- Au bout du 3e repiquage, la colonie pure est ensemencée en milieu de culture Zobell

liquide (27°C pendant 24h) puis placée en collection.

c. Conditionnement et stockage des isolats bactériens

Un cryoconservateur (glycérol 20%) est ajouté a la culture liquide afin de conserver
I’intégrité de la souche lors de la congélation. La culture est répartie en cryotubes de 1 mL qui

sont ensuite placés en collection a -80°C.

L’es isolats sont stockés a -80°C en duplicata a 'IPNC a Nouméa et a la station IFREMER de
St-Vincent.

d. Détermination des optimums de croissance

La détermination des conditions optimales de culture est une étape clé, particulierement
en biotechnologie ou le but est non seulement de maintenir en vie des organismes, mais
également de rassembler les meilleures conditions permettant la production de substances

valorisables.
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Dans le cas présent, ’outil de production biotechnologique est le bioréacteur (ou
fermenteur) et le matériel biologique, les bactéries marines. Ces dernieres ont été récoltées
dans des milieux intertidaux dits « atypiques » dont plusieurs parametres (température, pH et
salinité) ont été mesurés in situ, permettant ainsi de cibler les gammes de tolérance des micro-

organismes.

Sur la base de ces données in situ, nous avons établi la gamme de parametres expérimentaux

suivante :

- 6 < pH<9 (avec un pas de 0,5).

- 20 < température < 45°C (avec un pas de 5°C).

- 20 < salinité <75 g.L! (avec un pas de 10 g.LL™).

Ainsi plusieurs milieux Zobell liquides ont été préparés afin de cultiver les souches d’intérét

sous ces différentes conditions.

Les conditions de croissance optimales concernant la température, la salinité et le pH
ont été déterminées par le suivi de la croissance bactérienne réalisé par une mesure de la DO a
600 nm réalisée toutes les 30 minutes, et ceci jusqu’a stabilisation de la croissance. La courbe
de croissance ainsi tracée, et la comparaison des pentes de chaque courbe permettent de
déterminer la valeur optimale pour la croissance de chaque souche (Tableau 6). Plus de détails
sont fournis dans [D’article ci-dessous (Chalkiadakis et al. 2013). Au total 43 souches
sélectionnées a I’issue du criblage ciblé vers la production de biopolymeres (EPS, PHA) (ce
criblage sera détaillé en début des parties III pour les EPS et IV pour les PHA) pour une étude

des conditions optimales de croissances.

Ce suivi de croissance permet également de déterminer le cycle générationnel (temps de
doublement d’effectif) et d’en déduire la durée des différentes phases de croissance en milieu

liquide (phase stationnaire, début de croissance exponentielle, croissance exponentielle, etc.).

Les conditions de culture optimales seront appliquées lors de la production des

biopolymeres EPS et PHA en bioréacteur (Partie III et Partie I'V).
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Tableau 6 : Détermination des optimums de croissance pour les souches retenues a 1’issue
du criblage des EPS et des PHA (Parties I1I et IV).
Souche | Température pH Salinité
°C) (gL
74 35 7,5 40
94 35 7 35
105 40 7 35
117 40 7 40
134 35 7 30
173 25 7,5 40
257 40 7 50
274 30 7 50
275 40 7,5 40
282 35 7,5 60
283 25 7 40
298 40 7 35 2
321 35 7 30 g
336 40 7 40 é
359 25 7 35 8
365 35 7,5 40 &
393 25 7 35
403 40 7 40
410 40 7 30
412 25 7/1,5 50/60
413 40 7 30
456 30 7 50
460 25 7,5 -8 40/50
470 35 7 50
480 40 7,5 30
490 25 7 40
493 25 7 50
542 35 7,5 30
557 40 7,5 30
560 25 7,5 30
563 35 7,5 50
584 35 7,5 50
588 40 7 40 —
591 40 7 50/60 E
592 40 7 50 s
621 30 7,5 50 él
631 35 7 50 E
632 25 6,5 40
636 35 8,5 30
643 40 7,5 50
666 25 7,5 60
769 40 7,5 30
770 40 7,5 35
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B. Identification et caractérisation des souches.

1) Présentation générale des recommandations

Afin de répondre a une demande pour I’élaboration de régles permettant d’attester de la

présence d’une nouvelle espéce ou un nouveau genre bactérien, un comité international a été

mis en place en 1987 (Wayne et al. 1987). Suite a ce comité, les premicres regles de

classification phylogénétique chez les procaryotes furent définies et complétées par un second

comité en 1990 (Murray et al. 1990). Parmi les recommandations du comité, on retrouve la

description des souches (description phénotypique, biochimique) mais également les

techniques suivantes :

Le séquencage de la totalité du génome (la technique de référence).

L’hybridation ADN/ADN pour déterminer le pourcentage d’homologie génétique entre
I’espece étudiée et celle qui en est la plus proche (déterminée préalablement par une
étude de la séquence ribosomique 16S dans le cas des bactéries). Les recommandations
préconisent que pour une homologie supérieure a 70% les individus soientt considérés
comme appartenant a la méme espéce, dans le cas contraire, on peut parler d’une

nouvelle espece (Stackebrandt and Goebel 1994).

Le séquencage de la sous-unité ribosomique 16S (pour une séquence supérieure a 1300
pb). Les ribosomes sont des entités importantes pour la survie des organismes vivants
de ce fait ces structures évoluent tres lentement. C’est la vitesse de mutation génétique
qui rend ce geéne intéressant pour des applications phylogénétiques (notion d’horloge
moléculaire). On estime ainsi qu’une homologie de séquence inférieure au seuil de 97%
entre I’espece étudiée et la plus proche est un élément renforcant 1’hypotheése de la
limite inter-espece (Stackebrandt and Goebel 1994). Actuellement ce chiffre de 97% a
été révisé a la hausse pour atteindre 98.7-99% (Stackebrandt E and J 2006).

Certaines techniques apportent des informations complémentaires de caractérisation qui
peuvent étre exigées ou préconisées par certains journaux spécialisés en phylogénie. Parmi

ces caractérisations complémentaires, on retrouve 1’analyse des lipides ou encore le calcul du

%G+C.
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La découverte d’un grand nombre d’espéces bactériennes a tres vite montré des limites inter-
especes de plus en plus étroites et le besoin de faire appel a de nouvelles techniques
complémentaires. Ainsi un nouveau comité a été mis en place en 2002 pour réévaluer les
criteres de définition de nouvelles especes (Stackebrandt et al. 2002) en tenant compte des
nouvelles découvertes et des avancées technologiques. De nouvelles techniques ont ainsi été

retenues :

- La technique du MLST (Multi Locus Sequence Typing) qui consiste a séquencer des
genes de ménage (House-Keeping genes). L’évolution de ces genes est plus rapide que
celle de la sous-unité ribosomique 16S et est applicable pour des comparaisons entre
organismes d’un méme genre (Naser et al. 2005; Martens et al. 2008). On retrouve
souvent dans les articles le séquengage d’au moins quatre génes en complément de la
sous-unité 16S permettant de réaliser une analyse phylogénétique plus poussée (Naser et

al. 2005; Thompson et al. 2005).

- La technique du « profiling de ’ADN » par Rep-PCR, pour déterminer des séquences
répétées en utilisant des amorces spécifiques (la plus connue étant la GTGS: 5’GTG
GTG GTG GTG GTG 3°). A partir du nombre de régions répétées et de la taille des
amplicons, il est possible d’établir des liens entre les espéces et méme de faire des

arbres phylogénétiques.

- L’analyse du culot bactérien par mesure infrarouge (IRFT). Cette technique se présente
comme un substitut a ’analyse de la composition en lipide par CLHP. La IRFT est une
technique rapide permettant d’obtenir des spectres afin d’établir des comparaisons.
L’avantage de cette technique est que I’appareil n’est pas dédi¢ a ce seul usage
contrairement & ’LCHP (Helm and Naumann 1995). Plusieurs équipes ont également

utilisé des spectres de IRFT pour construire des arbres phylogénétiques (Winder et al.

2000).

Les autres techniques admises sont la détermination du point de fusion qui permet de
recueillir des informations sur le %G+C et la mesure du ATm qui s’affichent comme des

substituts a la technique d’hybridation ADN/ADN
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2) Le mode opératoire

Dans ’optique d’une valorisation potentielle des molécules, il est important d’identifier
d’un point de vue taxonomique la souche productrice. Cette identification peut renseigner sur
I’éventuelle pathogénicité de la souche et sur ses conditions optimales de croissance. En
outre, cette information peut aider a la compréhension du lien existant entre Ia

nature/composition du polymere et la position taxonomique de I’organisme producteur.

Dans cette perspective, plusieurs outils ont été mis en place au cours de cette étude,
commencant par une description phénotypique des colonies bactériennes suivie de tests

biochimiques classiques.

Concernant la totalité des isolats de la collection de Nouvelle-Calédonie, une description
phénotypique consistant en 1’observation des colonies aprés 24h a 48h sur milieu Zobell
gélosé a été réalisée.

Seules les souches présentant un intérét potentiel pour la production de biopolymeres
(identifiées suite au criblage détaillé en Partie III et IV) ont ensuite fait I’objet d’une

description phylogénétique complémentaire.
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III. Matériel et méthodes

A. Les premiers €léments de description

Cette premiere partie décrit un ensemble d’étapes utilisées pour réaliser une premicre

description des souches bactériennes d’intérét-

1) Les descriptions phénotypiques

La description phénotypique est un prérequis pour la publication de nouvelles especes
(Wayne et al. 1987). De plus, étant donné la possibilité¢ de redondance des isolats, I’inventaire
phénotypique des souches (forme, aspect, couleur et autres critéres morphologiques), lors de
la mise en culture sur milieu solide, peut constituer un premier élément aidant a la sélection
ou la différenciation des isolats. L’ensemble des bactéries de la collection de Nouvelle-
Calédonie a ainsi été cultivé sur milieu gélosé et les colonies ont été décrites d’un point de

vue phénotypique.

2)Les caractérisations biochimiques

Les caractéristiques biochimiques sont des critéres essentiels a ’identification des

especes bactériennes et ont été déterminées sur les 43 souches intéressantes pour notre étude.
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a. La coloration de Gram

Cette technique mise au point en 1884 par Christian Gram permet de réaliser une
premiere caractérisation concernant la nature de la paroi bactérienne. Le principe de cette
technique vise a mettre en évidence par coloration, la présence de peptidoglycane
caractéristique des bactéries Gram positif. Certaines bactéries possedent une couche lipidique
sur la partie externe de la cellule ainsi qu’une paroi de peptidoglycane plus fine, ce sont les
bactéries Gram négatif. Le protocole de coloration consiste a fixer les bactéries avant de
mettre en évidence leur cytoplasme grace a une action combinée du violet de gentiane et du
Lugol qui forment un complexe chimique intracellulaire colorant ainsi les cellules en violet.
Le ringage a I’alcool permet d’¢liminer ce complexe chez les bactéries Gram négatif qui
deviennent incolores, mais pas chez les Gram positif qui conservent une coloration violette.
La derniere étape vise a colorer les Gram négatif potentiels par une recoloration a la fuchsine

qui va donner une coloration rose.
Protocole :

Prélever une colonie de la culture et déposer sur une lame. Sécher la lame au-dessus bec
bunsen. Recouvrir la lame d'alcool pour fixer le prélevement. Incliner la lame et verser du
violet de gentiane, laissé agir 1 minute. Rincer a 1'eau distillée. Incliner la lame et recouvrir de
la solution de Lugol. Laisser agir 30 secondes puis rincer a l'eau distillée. Verser quelques
gouttes d'alcool sur la lame puis rincer a l'eau distillée. Pencher la lame et recouvrir de
fushine. Laisser agir 10-20 secondes puis rincer a l'eau distillée. Observer au microscope

optique apres avoir recouvert la lame d'huile a immersion.
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b. Les tests catalase/oxydase

La catalase (ou hydroperoxydase) est une enzyme généralement présente chez les
organismes aérobies ; elle catalyse les réactions d'oxydation et intervient donc dans la
respiration. La majorité des bactéries Gram négatif possedent cette enzyme (elles sont dites
catalase +); ce test est donc utilisé pour les différencier des bactéries a Gram positif
(Chelikani et al. 2004). De par son role naturel d'oxydant, la catalase réagit avec le peroxyde
d'hydrogene (I'eau oxygénée). Ainsi, pour révéler la présence de catalase, une colonie isolée
est mise en contact avec le peroxyde d'hydrogene, la formation de bulles est recherchée

(dégagement gazeux).

Le test oxydase vise a déterminer la présence de 1’enzyme du cytochrome C oxydase qui
jouent un rdle important dans la production d'énergie. Le test va mettre en évidence la
présence de I’enzyme par l'utilisation d'un indicateur redox (TMPD ou DMPD). Le transfert
d'électron, s'il a lieu, va oxyder le réactif préalablement mis en contact avec une colonie isolée
et générer une couleur bleu foncée (Steel 1961). Pour ce faire nous avons prélevé une colonie
du milieu de culture et nous I’avons déposée sur un papier buvard avant d’ajouter quelques

une goutte de réactif.

La réaction est immédiate pour les deux types de tests.

c. Les galeries API

Les galeries API (Appareillage et Procédé d’Identification) permettent 1'identification de
micro-organismes par la réalisation de tests biochimiques miniaturisés. Afin d’orienter le
choix de la galerie API, il est nécessaire de réaliser au préalable les tests de coloration de
Gram et oxydase-catalase. En fonction des résultats obtenus dans les micro-galeries, un code
chiffré est attribué permettant d’identifier la bactérie étudiée, si cette derniere est référencée.
En cas de non-identification, ces tests permettent de donner des éléments de description de la

bactérie grace aux substrats/enzymes qui auront été révélés.
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Protocole:

L’isolat bactérien est cultivé sur un milieu gélosé pendant 24h (étalement en cadrant)
puis quelques colonies sont reprises dans un milieu de suspension (variable selon le type de
galerie) pour un indice de 0,5 MCcF puis diluées dans des milieux spécifiques pour étre
dispensées dans les alvéoles de la micro-galerie. Les métabolites produits durant la période
d’incubation réagissent alors avec leurs substrats déshydratés provoquant la libération d’un
pigment de couleur. Ce phénomene peut étre spontané ou révélé¢ par I’addition de réactifs

apres 24h d’incubation, dans notre cas, a 30°C.

Durant cette étude, les isolats appartenant aux genres Vibrio, Pseudomonas et
Pseudoalteromonas ont été testés sur les galeries suivantes :
API 20 : ce sont les premiers types de galeries développées et permettent 1’identification
d’une centaine de bacilles a Gram négatif.
API 20NE : pour les bacilles 2 Gram négatif oxydase positif
API 50“H : est destiné a I’identification des Bacillus et apparentés et des bacilles & Gram
négatif appartenant aux Enterobacteriaceae et Vibrionaceae. Le milieu est prét a ’emploi et
permet I’étude de la fermentation des 49 sucres et est souvent utilisé en complément de la
galerie API 20F
ATB € : permet de déterminer la sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries et comporte
16 paires de cupules afin de tester la souche sur différents antibiotiques. Le résultat obtenu
dans chaque galerie permet de catégoriser la souche selon ses propriétés en sensible,
intermédiaire ou résistante a I’antibiotique.
ATB P5E: permet de déterminer la sensibilité des Pseudomonas et bacilles 2 Gram négative
non-fermentant et comporte 16 paires de cupules contenant des antibiotiques a une ou deux

concentrations.
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B. Les outils en biologie moléculaire

1) Le s€quencage génétique

Une étude phylogénique a été menée sur les 17 souches présentant un intérét potentiel
pour la production de biopolymeres (identifiées suite au criblage détaillé en Partie III et IV)

Cette étude fait appel a différents outils de biologie moléculaire.

a. Extraction de ’ADN

Le kit d’extraction Qiagen (QIAmp Qiagen) permet 1’extraction de I’ADN a partir de
bactéries en culture liquide ou solide. L’échantillon (une a deux colonies) est mis a chauffer
(55°C pendant 20 min) avec un tampon de lyse AL (200 uL) et une protéinase K (20 uL) qui
vont permettre de lyser les cellules et de libérer ’ADN dans le milieu. L’échantillon est
centrifugé dans une colonne de purification (I min a 8000 rpm) et nettoyé avec différents
tampons de lavage (AWI1 et AW2) avant d’étre élué dans le tampon d’¢lution AE a une

température de -20°C. Cette méthode d’extraction permet d’optimiser la concentration et la

qualité de I’ADN.

b. La préparation du séquencage

Il existe plusieurs étapes préalables au séquencage, tout d’abord une phase
d’amplification du gene d’intérét (PCR classique), puis une étape de purification du produit
amplifié et enfin une seconde amplification a ’aide d’un kit de séquencage contenant des
bases nucléotidiques fluorescentes. Les amorces utilisées pour le séquencage 16S et MLST

sont détaillées dans le tableau ci-dessous (Tableau 7).
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e [’amplification génétique

Dans le cas de I’amplification 16S, nous avons eu recours au couple d’amorces Sadir-
S17REV (1400 pb) et si nécessaire nous avons utilisé le couple 16SUF1-16SUR2 (amorces
internes 800 pb) ce qui nous a permis d’obtenir une séquence d’ADN 16S de plus de 1400pb.
La liste des couples d’amorces utilisées dans le cadre de I’identification phylogénétique (16S

et MLST) est détaillée dans le tableau ci-dessous (Tableau 7) :

Tableau 7 : Enumération détaillée des spécificités concernant les amorces utilisées (a) ainsi que
le programme d’amplification PCR (b).

(a)

(b)
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e La purification des amplicons

Une fois la PCR réalisée, les amplicons sont déposés sur gel d’agarose et soumis a migration.
Cette étape permet de vérifier la pureté et la spécificité de 1’amplification par la taille de

I’amplicon (Figure 14).

Puits :

1 2 3 4

Séquence d’intérét amplifiée

Contamination

Margueur de taille

Figure 14 : Photographie d’une migration des produits de PCR sur gel d’agarose pour
vérification de la spécificité et de la pureté de I’échantillon.

Le fragment amplifié est ensuite purifi¢ (QIAGEN® MinElute) afin d’éliminer de
I’échantillon le restant d’enzymes, d’amorces et tous les résidus du mix de PCR issus de la

premiere amplification, ceci afin d’éviter toute intéraction avec la réaction de séquence.

La concentration de I’ADN est alors mesurée et doit étre a proche de 20 ng.ul’ avant de
réaliser la réaction de séquence. La mesure de la concentration d’ADN est un facteur
important pour garantir le succes du séquencage ; en effet le séquencage nécessite une
quantit¢ minimale d’ADN pour la réaction de séquence. Il est recommandé pour des

séquences entre 1000-2000 pb d’avoir une quantité d’ADN comprise entre 10-40 ng.
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e La réaction de séquence

Le principe est le méme que pour une PCR classique a la différence que 1’on utilise qu’une
seule amorce par mix, les amorces utiliser étant identiques a celles de la premiere PCR. Pour
chaque réaction de séquence il faut donc préparer deux mix : une pour I’amplification en 5°-3’

et une pour celle en 3°-5°.

La réaction de séquence se fait avec le kit ABI Prism BigDye Terminator v3,1 cycle
sequencing kit (Applied Biosystems©) qui contient un mélange de nucléotides marquées avec
un fluorochrome et la polymérase (premix) ainsi que le tampon réactionnel (BigDye

sequencing buffer). Les mélanges a effectuer sont décrits dans le Tableau 8 ainsi que le

programme d’amplification PCR utilisé lors de la réaction de séquence.

Tableau 8 : Description des différents mélanges a réaliser lors d’une réaction de séquence
avec la préparation d’un mix par amorce (a) et détail du programme d’amplification PCR a
respecter selon les recommandations du fabricant (b)
(a)
pl |Produit | ul  |Produit
050 |Premix ‘ 0,50 |Premix
4 |BigDye Sequencing Buffer 4 BigDye Sequencing Buffer
0,32 |Amorce F (10uM) 0,32 JAmorce R (10uM)
14 18 |HOppi 1418 |H2Oppi
19 |Mix a aliquote | 19 |Mix a aliquote
19uL Mix + 1pL échantillon
(b)
96°C — Imin
96°C — 10sec
50°C — Ssec 60 cycles
60°C — 4min
4°C -
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e La purification des produits de séquences

Une fois la réaction de séquence réalisée, il est nécessaire d’éliminer les composés résiduels
du mélange qui pourraient interférer dans la lecture des séquences (les bases nucléotidiques
fluorescentes non hybridées risquent en effet d’engendrer un signal de mauvaise qualité).
Pour cela, nous avons recourt a la méthode d’inclusion /exclusion (Séphadex) avec une
séparation en fonction de la taille (encombrement) des molécules. Les molécules de plus
grandes tailles, qui correspondent aux séquences amplifiées, traversent la résine tandis que
celles de plus petites tailles (nucléotides non hybridés) restent piégées. La résine Séphadex
(G50) seche est d’abord déposée sur une plaque 96 puits prévue a cet effet, puis hydratée
(250uL eau milliQ) sur une nuit. Le volume mort est ensuite élué (5 min centrifugation a
2500 rpm). Le produit de la réaction de séquence (20uL + 10puL eau milliQ) est déposé sur la
plaque contenant la résine hydratée puis centrifugée (2000 rpm, 5 min) ; le filtrat contenant

les séquences est récupéré sur une plaque de lecture 96 puits.

e Principe du séquenceur

Le séquengage a pu étre réalisé au niveau de la Plate-Forme du Vivant de Nouvelle-Calédonie
(PFV-NC) sur le séquenceur ABI 3130 xI (ABI PRISM®). Les amplicons générés
précédemment durant la PCR, sont de tailles variables ; ceci est dii a la présence en partie
terminale d’un nucléotide couplé a un fluorochrome qui stop I’amplification. La lecture
successive de ces fragments permet de déduire la séquence nucléotidique de la zone amplifiée

en générant un chromatogramme (Figure 15).
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Succession d’amorces qui se termine par un nucléotide
couplé a un fluorochrome et qui va correspondre a un
spectre spécifiqgue de A, T, Gou C.

Séquence déduite ¢

Chromatogramme

Figure 15 : Principe de fonctionnement du séquengage, obtention d’un chromatogramme

et d’une séquence nucléotidique.

2) Les analyses phylogénétiques

L’étude phylogénétique et les logiciels de traitement de données.
- Staden Package :

Ce logiciel (gratuit et disponible sur http://staden.sourceforge.net) permet de nettoyer les

chromatogrammes : vérifier la lecture du séquenceur vis-a-vis des spectres obtenus et, selon

les cas, de corriger quelques ambiguités.
- BioEdit :

Il s’agit d’un logiciel de traitement de séquences (gratuit sur le site:

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) qui permet d’aligner et de comparer tout un

panel de séquences, étape préalable a I’élaboration d’un arbre phylogénétique (Hall 1999).
Gréce aux nombreuses applications de BioEdit, nous avons pu rabouter et relier les séquences
forward (5°-3”) et reverse (3°-5’), et aligner la séquence obtenue avec un panel de séquences

obtenues via des bases de données (ex : GenBank).
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- Phylo_win :

Ce logiciel (gratuit et disponible sur http://pbil.univ-lyonl.fr/software/phylowin legacy.html)

permet de générer des arbres phylogénétiques en appliquant différentes méthodes de calcul
des distances entre les séquences des especes (Galtier et al. 1996). Dans le cadre de ce travail,
les arbres phylogénétiques obtenus a partir des séquences 16S de 17 isolats ont été générés en
utilisant le modele de correction développé par Kimura (Kimura 1985) appliqué a la
technique du neighbour-joining (NJ) sur 500 réplications. En effet ces deux parametres sont
classiquement utilisés. Le NJ est présenté comme une méthode fiable et rapide reflétant le
mieux la réalité évolutionnaire (détermination de la taille des branches et de la valeur des
bootstraps) grace a son algorithme permettant de traiter les données de plusieurs centaine de
taxons (Saitou and Nei 1987). La correction de Kimura est basée sur la théorie neutraliste de
I’évolution, c’est-a-dire qu’elle prend en compte le fait que les mutations peuvent entrainer
des changements au niveau moléculaire avec une incidence neutre (tout dépend du lieu de
mutation). Ainsi selon cette théorie, la mutation ne conduit pas nécessairement a la
complexification des organismes (Kimura 1985). La correction de Kimura est couramment

retrouvée dans le cadre d’études phylogénétiques chez les procaryotes.

3) Les techniques moléculaires alternatives dans 1’¢tude et

I’identification des especes bactériennes

Le principe de I’hybridation ADN/ADN au sens classique du terme consiste & marquer
radio-activement I’ADN d’un hétérodimere formé a partir d’une souche étudiée et d’une
souche type de référence afin d’estimer le degré d’homologie de séquence entre les deux brins
(Ley et al. 1970). Cette estimation est exprimée en pourcentage d’appariement et donne des
informations sur la proximité génétique des especes. Plus ’appariement est élevé, plus les

séquences génétiques sont similaires donc plus les souches sont phylogénétiquement proches.
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Une alternative a cette technique est la détermination du ATm c’est a dire la détermination
des différences pouvant étre observées entre les points de fusion (ou températures de fusion,
Tm) de différents brin d’ADN. Le ATm peut étre calculé par une utilisation détournée de la
PCR en temps réel, « real time PCR » (ou RT-PCR). Une des caractéristiques de cet outil est
de permettre de mesurer la proportion d’ADN double brin en temps réel grace a un marqueur
fluorescent (LC-Green ou SYBR Green I) émettant une longueur d’onde bien spécifique
lorsqu’il est intercalé dans ’ADN double brin. Le comité « add hoc committe » de 2002
(Stackebrandt et al. 2002) préconise que la limite inter-espece bactérienne est atteinte lorsque

I’on observe un ATm a 50% supérieur a 5°C.

L’utilisation de cette technique a été mise en place pour compléter I’étude phylogénétique de

la souche NC470.

a. Détermination du % G+C

Une étape préalable a la détermination du ATm est le calcul du % G+C de I’espece

étudiée.

L’ADN est composé de bases azotées puriques et pyrimidiques (ATGC) qui s’apparient entre
elles via des liaisons hydrogenes (2 et 3 respectivement pour les liaisons A-T et G-C) ; ces
liaisons se fragilisent sous l’influence de la température au-dela d’un certain seuil. Le
désappariement des doubles brins d’ADN par I’augmentation de la température apporte des
indications sur la nature des bases azotées qui composent 'ADN. Le %G+C reflete la
proportion estimée de guanine et de cytosine sur ’ensemble du patrimoine génétique de
I’espece étudiée : plus les génes de I’espece considérée contiennent de bases G et C, plus
I’association des brins d’ADN est forte et donc plus la température de dissociation devra étre
élevée. Connaitre ces données peut se révéler important dans le cadre d’une caractérisation
d’espéce car on retrouve généralement pour un genre bactérien donné une gamme de %G+C

qui lui est propre (Freese 1962; Xu et al. 2000; Hildebrand et al. 2010).

La RT-PCR utilise un marqueur fluorescent (dans notre cas le LC Green) qui va s’insérer
entre les doubles brins d’ADN et émettre une fluorescence mesurable par I’appareil (Light
Cycler 2 de ROCHE ou LC2). L’observation de la courbe de dénaturation de I’ADN bactérien

est en général assez caractéristique avec une décroissance plus ou moins linéaire au départ,
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suivi (en général au-dela de 50°C) d’un point de chute avec une diminution rapide de la
fluorescence. Pour déterminer le %G+C de I’espece étudiée, nous avons généré une courbe de
dénaturation permettant de déterminer le Tm (Figure 16) d’espéces de références (dont les
valeurs de %G+C sont connues) appartenant au méme genre que 1’espece étudiée. L’ensemble
des données recueillies nous permet de générer une gamme étalon exprimant le %G+C en
fonction du Tm (Tableau 9) et de tracer une droite des tendances (Figure 17). C’est a partir de
la pente de cette droite que nous pouvons calculer le % GC une fois que la valeur du Tm est

déterminée (Xu et al. 2000; Moreira et al. 2010).

Les détails concernant le programme utilisé pour la mesure de la fluorescence sont précisés
dans I’article ci-dessous (Chalkiadakis et al. 2013). Ce protocole a été inspiré a partir de
plusieurs travaux réalisés au cours de ces dernieres années (Xu et al. 2000; Gonzalez and

Saiz-Jimenez 2002; Moreira et al. 2010).
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Figure 16 : Représentation de la courbe de dénaturation de I’ADN avec 1’outil de la RT-
PCR.
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Tableau 9 : Détermination des Tm de souches Vibrio de référence et énumération des

9%G+C correspondant a chaque espece.

La mesure des Tm a été réalisée en duplicata avec une bonne reproductibilité pour en
déduire un Tm moyen qui sera retenu pour tracer la courbe des tendances.
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Figure 17: Représentation graphique du Tm en fonction du %G+C incluant la

représentation linéaire des tendances et la pente associée.
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b. La détermination du ATm

Le but de la technique est d’observer et de comparer la maniere dont se dénaturent des
¢chantillons d’ADN, en particulier le seuil de température a partir duquel on peut observer

50% de déshybridation.

Afin d’¢établir des comparaisons inter-especes, nous avons utilis€é un hybride d’ADN
comportant un brin issu de I’espece étudiée et un autre brin d’une espece de référence.
L’espece de référence a été estimée comme étant la plus proche au regard des données et
conclusions obtenues avec le séquencage réalis€ en amont. Une fois 1’hybride formé, le
protocole de dénaturation des échantillons d’ADN peut étre appliqué sur la RT-PCR, une

courbe est ainsi générée par mesure de la fluorescence.

i.  Lacréation d’un hybride

L’hybride (ou hétéroduplex) est généré dans des conditions particulieres avec tout d’abord
une phase de déshybridation (dissociation des deux types d’ADN db) suivi d’une phase de
renaturation (a température optimale de renaturation (Tor)) et enfin une étape de
stabilisation par décroissance lente et graduelle de la température pour une réhybridation.
Selon les études réalisées par 1’équipe de Ley (Ley et al. 1970), il y aurait une température
optimale de renaturation (Tor) pour ce type d’expérience, que I’on peut exprimer par la

formule suivante : Tor =0.51 (G + C) + 47.

Le % G+C des Vibrios étudiés se situe entre 45 et 50%, ce qui amene la Tor aux alentours de
70°C. En s’inspirant de ce qui a été réalisé par I’équipe de Moreira (Moreira et al. 2010), nous
avons pu mettre en ceuvre ces expériences avec 1’élaboration d’un programme permettant de
réaliser les différentes phases énumérées ci-dessus, le protocole est détaillé dans I’article ci-

dessous (Chalkiadakis et al. 2013).

ii. La mise en forme des données

Une fois I’hétéroduplex généré, les échantillons sont couplés au fluorochrome puis

analysés par le RT-PCR en subissant une dénaturation lente. Le programme est le méme que
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celui utilisé pour la détermination du % G+C. On peut ainsi observer 1’évolution de la courbe
de dénaturation, récupérer les données relatives a la fluorescence et les convertir en
pourcentage afin d’établir un graphique de dénaturation. Le graphique exprimera le
pourcentage de dénaturation (ou fluorescence) en fonction de la température (Figure 18). A
partir de ces données, nous pouvons déterminer avec une grande précision la température
correspondant a 50% de la fluorescence pour chacun des trois échantillons Le calcul du ATm
consiste a déterminer quel écart de température existe entre ’hybride généré préalablement et
les deux brins parentaux lorsque 50% de la dénaturation est atteinte. Si cette différence est
supérieure a 5°C, selon les recommandations de 2002 (Stackebrandt et al. 2002), nous

atteignons la limite inter-espece.
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Figure 18 : Illustration d’un test de mesure du ATm par la représentation de la courbe de

dénaturation de ’ADN.

La courbe générée affiche 1’évolution du % de fluorescence par rapport a la température.
L’hybride formé a partir de deux especes types Vibrio harveyi et Vibrio alginolyticus est
testé afin de valider I’efficacité de la technique. La différence de température déterminée a

50% de dénaturation est supérieure a 5°C, la limite inter-espece est dépassée.
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IV. Résultats et discussion

Les campagnes de prospections réalisées en Nouvelle-Calédonie ont permis de générer
une collection de 771 isolats bactériens marins prélevés sur les milieux intertidaux de la
Grande Terre (essentiellement sur la cote ouest) et de I’lle des Pins. Les biotopes prospectés
étaient tres variés et répondaient tous au critere de milieux atypiques, c’est-a-dire des zones a
fortes variations de facteurs abiotiques (température, pH, salinité, exposition UV). Ainsi une
grande variété de milieux intertidaux a été explorée durant les campagnes d’avril 2010 avec la

mise en collection de 493 isolats et 278 isolats en avril 2011.

L’identification des souches bactériennes est un critére nécessaire si ’on envisage une
valorisation biotechnologique des molécules issues de cette souche. D’autre part, cette
identification peut renseigner sur I’éventuelle pathogénicité de la souche et sur les conditions
optimales nécessaires a sa croissance. Enfin, cette information peut constituer un élément de
réflexion dans le cadre d’études chimiotaxonomiques visant a établir un lien entre une espece

ou un genre bactérien et la structure/composition chimique des molécules produites.

Dans cette perspective, nous avons utilisé plusieurs outils permettant d’aboutir a

I’identification des souches bactériennes.

En premier lieu, nous avons procédé a une description phénotypique de I’ensemble des isolats
de la collection de Nouvelle-Calédonie. Pour chaque isolat, sont précisés le phénotype
(phénotype I, II, III, etc...), I'identifiant ainsi que le lieu de prélevement. Au total 12
phénotypes différents ont été déterminés pour les isolats récoltés au cours de la premiere

campagne et 11 pour la seconde campagne (Figure 19).
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Figure 19 : Représentation et description des différents phénotypes observés durant la lere
campagne (a) et la 2eme campagne (b) de bio-prospection.
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(b)

Figure 19 : Représentation et description des différents phénotypes observés durant la lere

campagne de bioprospection (a) et la 2eéme campagne (b).

Seules les souches présentant un intérét pour la production de biopolymeres (EPS et
PHA) ont été caractérisées plus précisément. Ainsi, sur les 43 isolats sélectionnés suite aux
phases de criblages, 17 ont été observés en microscopie afin de décrire leur forme (bacille,
batonnet, coque) et leur mobilité (le type de mobilité donnant des indications sur la présence
de cils ou de flagelle). IlIs ont été caractérisés par des tests biochimiques et par biologie
moléculaire pour une identification partielle (analyse de la sous-unité ribosomique 16S)
(Tableau 10). Ces 17 isolats ont été retenus car ils semblaient étre les plus intéressants a
étudier. Dans le cas des bactéries potentiellement productrices d’EPS, c’est la capacité de
croissance rapide sur milieu gélosé enrichi en glucose et/ou ’aspect muqueux plus prononcé
qui a permis de sélectionner les isolats (Partie III/I/A : Le criblage des souches). Dans le cas

des bactéries potentiellement productrices de PHA, la sélection a été réalisée en fonction des
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criteres phénotypiques et la recherche par PCR de genes impliqués dans la synthese des PHA
[Partie IV/I/A : Mise au point du test de criblage moléculaire pour la détection des bactéries

productrices de PHA scl].

Tableau 10: Données biochimiques et identification partielle de certaines souches
bactériennes

L’étude des genes de ménages (MLST) a été faite sur quatre génes préalablement
sélectionnés afin de respecter les criteres du comité de 2002 (Stackebrandt et al. 2002). Les
amorces utilisées pour I’amplification de ces genes sont spécifiques a un genre bactérien ; il
n’y a que les especes appartenant au genre Vibrio qui ont été étudiées, ce qui représente huit
isolats. Les études menées sur la MLST spécifique aux Vibrio ont montrés la grande fiabilité
de ce type d’amorce pour les études phylogénétique (Thompson et al. 2005; Sawabe et al.
2007; Thompson et al. 2008). Durant 1’étude phylogénétique sur les Vibrio, une séquence
constituée de ’assemblage de 5 genes (concatémere ou multimere linéaire) a été générée afin

d’obtenir une séquence génétique plus longue et donc un arbre plus fiable. Les concatémeres

104




Partie II Les bactéries de Nouvelle-Calédonie : Prospection, mise en collection et Phylogénie

Résultats et discussions

générés mesuraient entre 4211 et 4247 pb et étaient constitués des séquences 16S rDNA ainsi

que des genes gapA, gyrB, pyrH et topA (Tableau 11) (Figure 20).

Tableau 11 : Récapitulatif de la taille des séquences génétiques obtenues pour les isolats
appartenant au genre Vibrio.
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Figure 20 : Arbre des Vibrio établi a partir d’un concatémere formé des séquences de la
sous-unité ribosomique 16S et des genes de ménage gapA, gyrB, pyrH et topA.

L’arbre a été formé en utilisant le modele de correction de Kimura appliqué a la technique
du neighbour-joining (NJ) (sur 500 réplications) ; les bootstraps supérieurs a 75 sont

indiqués.
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A. Les organismes producteurs d’EPS

Dix isolats produisant des EPS ont été caractérisés. Trois genres bactériens ont été
déterminés : Vibrio (8), Pseudoalteromonas (1) et Ruegeria (1) (Figure 21). Ces genres sont
connus pour regrouper un grand nombre d’espéces marines. Les espéces du genre Vibrio ont
un potentiel de production d’EPS qui est déja largement décrit dans la littérature (Raguenes et
al. 1997a; Wai et al. 1998; Enos-Berlage and McCarter 2000; Muralidharan and Jayachandran
2003; Bramhachari and Dubey 2006; Bramhachari et al. 2007), de méme que pour les
Pseudoalteromonas (Holmstrom and Kjelleberg 1999; Rougeaux et al. 1999a; Saravanan and
Jayachandran 2008; Liu et al. 2013). En revanche, aucune donnée concernant des especes du

genre Ruegeria produisant des EPS n’a été trouvée a ce jour.

Figure 21 : Arbre phylogénétique des souches productrices d’EPS établi a partir des

séquences de la sous-unité ribosomique 16S d’environ 1400 pb.

Modele de correction de Kimura appliqué a la technique du neighbour-joining (NJ) (500

réplications), les bootstraps supérieurs a 75 ont été indiqués.
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B. Les organismes producteurs de PHA

Concernant 1’étude sur les PHA, 47 souches issues des tests de criblage par biologie
moléculaire ont été séquencées (16S) pour une identification partielle et ont permis de mettre
en avant la présence de 7 genres bactériens différents : Photobacterium (6), Salinivibrio (4),
Vibrio (28), Pseudoalteromonas (5), Pseudomonas (1), Ruegeria (1), et Marinomonas (1). Sur
I’ensemble des genres identifiés, une a deux especes ont été sélectionnées sur la base de
criteres qui seront détaillés ultérieurement [Partie IV/I/A/1) et 2)] et des arbres

phylogénétiques ont été générés selon le type de PHA étudié (Figure 22 et 23)
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Figure 22 : Arbre phylogénétique réalisé a partir des séquences nucléotidiques partielles de
la sous-unité ribosomique 16S des souches productrices de PHA scl.

Modele de correction de Kimura appliqué a la technique du neighbour-joining (NJ) (500

réplications), les bootstraps supérieurs a 75 sont indiqués.
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Figure 23 : Arbre phylogénétique réalis€ a partir des séquences de la sous-unité
ribosomique 16S de la souche NC532 productrice de PHA mcl.

Le modele de correction de Kimura appliqué a la technique du neighbour-joining (NJ)

(500 réplications) ; les bootstraps supérieurs a 75 sont indiqués.

Au regard de ces premiers résultats sur les bactéries productrices de PHA, nous pouvons
conclure que le test de criblage PCR pour la détection des souches productrices de PHA scl a
permis de mettre en évidence six genres bactériens tandis qu’une seule souche appartenant au

genre Pseudonomas a ét€ mise en évidence par le test de criblage PCR des PHA mcl.
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En ce qui concerne les résultats sur la détermination du %G+C et du ATm, seule la
souche NC470 a fait ’objet de ce type d’étude, les résultats sont détaillés dans I’article ci-
dessous (Chalkiadakis et al. 2013). On remarque ainsi que la technique du ATm a montré des
différences de température significatives (supérieur a 5°C) entre I’hybride formé a partir de la
souche NC470 et les trois especes types les plus proches. Le %G+C a été estimé pour une
valeur de 45,98 ce qui correspond aux gammes existant chez les Vibrio (%G+C compris entre
40 et 50%) (Thompson et al. 2009). Trois hybrides ont été générés a partir d’un brin d’ADN
de la souche NC470 couplé a un brin de Vibrio natriegens, Vibrio alginolyticus et Vibrio
diabolicus, pour chacun d’entre eux le ATm indique les données suivantes : 7,63°C; 5,68°C et
6,06°C respectivement. L’écart des Tm entre les hétéroduplexs et les homoduplexs indiquent
donc que la limite inter-espece de 5°C est dépassée et renforce I’argument selon lequel la

souche NC470 devrait étre considérée comme une nouvelle espece du genre Vibrio.

Dans le cas des autres souches bactériennes étudiées, il serait a ce stade un peu précoce
de discuter de la mise en évidence de nouvelles especes, bien que 1’étude des séquences 16S
de certaines d’entre elles semble aller dans ce sens avec des pourcentages d’homologie
inférieurs a 97% par rapport a des souches de référence. La souche NC282
(Pseudoalteromonas) présente un taux d’homologie estimé a 91% avec Pseudoalteromonas
rubra. La souche NC615 (Ruegeria) présente un maximum d’homologie estimé a 95% avec
Ruegeria algicola. La souche NC532 (Pseudomonas) montre pour sa part 96% d’homologie
avec la souche Pseudomonas alcaligenes. Des études plus poussées devraient donc étre

réalisées pour confirmer ces observations.

Parmi les Vibrio, seule la souche NC470 a été étudiée en détails et a rempli les criteres
pour étre considérée comme un nouveau membre de ce genre. Le travail de phylogénie s’est
focalisé€ en priorité sur les Vibrio car une grande partie des souches étudiés pour leur potentiel
a produire des polymeres se sont révélées appartenir a ce genre. Le genre Vibrio est
urelativement complexe a étudier de par I’étroite limite inter-espece qu’il succite et nécessite
de multiplier les techniques d’études avant de pouvoir confirmer I’identification d’une espece.
L’exemple le plus marquant est celui de Vibrio cholerae (responsable du choléra) et Vibrio

mimicus (non pathogene) qui partagent un taux d’homologie 16S proche de 100% et une
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homologie proche de 80% lors de I’hybridation ADN/ADN. C’est 1’étude des geénes de
ménage qui a permis de dissocier génétiquement ces deux especes (Thompson et al. 2008).
Ainsi les études sur les genes de ménage (MLST) et les tests de caractérisation moléculaire

(% G+C, ATm) sont des techniques recommandées pour la dissociation des especes du genre

Vibrio.

Nous sommes conscients que des analyses plus poussées devraient étre faites pour
satisfaire pleinement les criteres de caractérisation phylogénétique avec notamment des
analyses sur la composition lipidique ou encore des études comparatives (tests biochimiques).
Cependant il est important de rappeler que le principal objectif de cette étude porte sur le
potentiel de production des biopolymeéres bactérien. L’identification des bactéries marines
nous fournit des ¢léments important dans le cadre d’une perspective d’étude
chimiotaxonomique. Ceci est particulicrement vrai dans le cas des Vibrio qui représentent le
genre majoritairement présent dans nos tests de criblage et, comme nous allons le voir
ultérieurement, présentent des similitudes quant a la composition osidique de leurs EPS. Les
études génétiques et phylogénétiques nous ont également permis de développer et de valider
un test de criblage pour les PHA ainsi que de montrer I’efficacité de ce test sur une large
gamme de bactéries. Une fois de plus la famille des Vibrionaceae (Vibrio, Photobacterium,

Salinivibrio) est largement représentée.

La forte présence des Vibrionaceae dans la collection peut étre en partie expliquée par
le choix des zones prospectées ainsi que le milieu de culture utilisé pour les isolements
bactériens. Les Vibrionaceae sont connus pour €tre une famille de bactéries aquatiques
colonisant des milieux intertidaux, sédiments, récifs de corail, estuaires avec une prédilection
pour les zones a forte densité en organismes marins (Thompson et al. 2004). Les eaux
calédoniennes semblent donc €tre un terrain propice a la présence des Vibrionaceae ; ceci se
refléte notamment par leur impact sur ’économie locale dans le secteur de ’aquaculture
(Costa et al. 1998; Goarant et al. 2006). D’autre part, les Vibrio sont des bactéries mésophiles
peu exigeantes en maticre de conditions de culture en laboratoire, et se développent
facilement sur milieu Zobell et dans les conditions choisies (température, pH, salinité). Le
choix de ce milieu a tres probablement eu une forte influence sur la sélectivité des especes

isolées et explique en partie, au regard des premiers résultats d’identification, la faible
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diversité de micro-organismes de la collection. Le milieu Zobell est trées couramment utilisé
pour I’isolement des bactéries marines, et aussi pour la production a grande échelle de
biopolymeres bactériens. Il nécessite peu de préparation, est bon marché et rassemble des

conditions de culture peu contraignantes.

C. Description et caractérisation partielle d’un
exopolysaccharide produit par une bactérie marine,
Vibrio neocaledonicus sp. nov, de Nouvelle-

Calédonie.

L’article suivant a été publié¢ dans la revue Journal of Applied Microbiology et fait état
des outils et des protocoles utilisés pour décrire une nouvelle souche bactérienne appartenant
au genre Vibrio. Cette souche a suscité un intérét de par sa faculté a produire une grande

quantité d’EPS présentant une composition chimique originale.
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I. Matériel et méthodes

A.Le criblage des souches

En premier lieu, un criblage a été réalisé au sein de la collection d’isolats de Nouvelle-
Calédonie afin de sélectionner les souches potentiellement intéressantes pour la production
d’EPS.

Ce criblage est basé sur 1’observation phénotypique des colonies sur milieu gélosé
Zobell en comparaison avec un milieu gélosé Zobell enrichi en glucose. Les EPS étant des
substances extracellulaires, le grossissement et/ou le développement d’un aspect muqueux des
colonies sur un milieu enrichi en glucose est indicatrice d’une potentielle production d’EPS.
Cependant, ce test phénotypique ne suffit pas pour affirmer la synthese d’EPS, d’autres
substances extracellulaires pouvant étre produites (glycolipides...). Des cultures en milieu

liquide devront étre réalisées pour confirmer/infirmer cette hypothese.

Les souches issues de la collection sont étalées sur boites de culture, simultanément sur les
deux milieux cités précédemment, puis la croissance des colonies est comparée au terme de 2
jours d’incubation a 30°C. En fonction du degré de variation du phénotype, notamment du
développement plus ou important de la colonie et d’un aspect muqueux, les isolats ont été

classés selon une note allant de 1 (les moins réactives) a 3 (les plus réactives) (Figure 24).

A P’issue de ce criblage, plus de la moitié des isolats de la collection NC a réagi positivement

avec un développement plus ou moins marqué des colonies, associé a un aspect muqueux

(Tableau 12).
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Motation: aspect mugueux

+3

+2

+1

Figure 24 : Criblage phénotype des EPS réalisé par comparaison de la croissance et de
I’aspect des colonies sur deux milieux (Zobell, Zobell enrichi en glucose).

Tableau 12 : Résultats du criblage phénotypique réalisé pour la recherche de bactéries
potentiellement productrices d’EPS.

Campagne 2010 Campagne 2011
Sites Note criblage Total Sites Note criblage Total
1 2 3 1 2 3
Site | 16 10 0 26 Site | 13 8 1 22
Site Il 6 8 4 18 Site Il 15 6 5 26
Site Il 28 10 0 38 Site lll 11 4 3 18
Site IV 2 5 1 8 Site IV | 21 12 5 38
Site V 19 21 2 42 Site V 11 7 4 22
Site VI 1 2 0 3 Site VI 8 3 0 11
Site VII 6 11 3 20 Total 79 40 18 137
Site VI 2 4 0 6 % 29,3 | 14,8 | 6,7 50,7
Site IX 2 3 0 5
Site X 20 17 6 43
Site XI 28 | 23 7 58
Site XII 10 6 1 17
Site XIlI 0 1 1 2
Total 140 | 121 | 25 286
% 28,4 (24,5 | 5,1 58,0
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B. La production des EPS

1) Culture en bioréacteur

A T’échelle du laboratoire, la production des EPS est réalisée en fermenteur de 5L, en
milieu Zobell (30 g.L!' de sels de mer, 1 gL' d’extrait de levure et 5 gL' de peptone)
supplémenté en glucose (30 g.L'). Le milieu est inoculé (10%) par une suspension de
bactéries en phase exponentielle de croissance. La température appliquée est, de quelques
degrés, inférieure a la température optimale de croissance afin de favoriser la production
d’EPS. Le pH est maintenu au pH optimum par addition de soude (NaOH 2N) ou d’acide
(H2SO04 2N). Le milieu est oxygéné a 30 L.h"! sous une agitation de 200 2 1100 tours.min’!
selon I’oxygénation. Un suivi de la croissance bactérienne est réalisé par mesure de la densité
optique (DO) a 520nm. La consommation du glucose peut également étre suivie afin d’ajuster
I’apport en glucose nécessaire pour la syntheése des EPS.

La fermentation est arrétée aprés 48h a 72h, I’ajout d’azoture de sodium a 0.4g.L"! permet

alors stopper toute croissance.

2) Extraction, purification et conditionnement des EPS

Apres ces 2 a 3 jours de fermentation, les exopolysaccharides sont extraits du milieu de
culture. On procede tout d’abord a une centrifugation (15 000 g, 2 fois 45 minutes) afin
d’éliminer les cellules bactériennes. Le surnageant contenant I’EPS est ensuite purifié par
ultrafiltration (100 kDa). Cette étape consiste a éliminer les petites molécules d’un échantillon
par passage a travers une membrane de seuil de coupure donné. De I’eau est ajoutée afin
d’augmenter D’efficacité de [ultrafiltration en permettant un passage en continu sur la
membrane. L’¢limination des sels est suivie par conductimétrie. Enfin I’échantillon sera

concentré, congelé, puis lyophilisé et stocké a ’abri de I’humidité.
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C. Caractérisation chimique des EPS

Les analyses chimiques des EPS peuvent s’avérer trés complexes et sont décomposées
en deux phases, une premicre série d’analyses permettant une description globale du
polymére, puis dans une seconde phase, une analyse détaillée pouvant aller jusqu’a

I’identification de 1’unité répétitive.

Dans le cas présent, le nombre conséquent des EPS produits ne permettait pas d’envisager une
étude structurale complete sur chacun d’entre eux, et seule une analyse globale (parfois
complétée d’expérimentations complémentaires, par RMN et HPSEC) a été menée sur les

EPS jugés les plus intéressants en terme de rendement de production.

1) Dosages colorimétriques
L’ensemble des dosages colorimétriques a été réalisé en triplicatas.
a. Dosage des protéines

Ce test colorimétrique repose sur la réaction en milieu alcalin des protéines avec les
ions cuivriques Cu®* qui seront réduits en ions cuivreux Cu* formant ainsi un complexe avec
I’acide bicinchoninique (BCA) pour donner une coloration pourpre mesurable a 562 nm.

La méthode utilisée pour le dosage des protéines est issue des études de Lowry (Lowry et al.
1951), Smith (Smith et al. 1985) et Brown (Brown et al. 1989) :
- Liste des réactifs :

= Une solution BCA.

= Une solution 4%(w/v) de sulfate de cuivre (CuSO4 SH20).

= Solution standard de protéine BSA 1mg.mL™" (pour la gamme étalon).
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Le réactif est préparé de facon extemporanée en ajoutant 50 mL de réactif BCA (1 mg mL!
final) et 1mL réactif CuSO4 (4% m/v). A 100 pL de I’échantillon a doser sont ajoutés 2 mL
de réactifs dans un tube en verre briilé. Le mélange est vortexé et placé 30 minutes dans un
bain-marie a 37°C. Il est ensuite refroidi sous 1’eau courante. L’absorbance de chacune des
solutions est mesurée a 562 nm. L’étalonnage est réalisé en faisant une gamme de 0 a 0,5
mg.mL"! de BSA. Les mesures sont réalisées sur trois concentrations d’échantillons (0,5 ; 1 et

2 g L't d’EPS préparé dans de I’eau).

b. Dosage des oses neutres

La méthode de dosage des oses neutres par le réactif au phénol/sulfurique développée
par Dubois (DuBois et al. 1956), complétée par le protocole de Chaplin (Chaplin 1986) est
rapide, facile a mettre en ceuvre, sensible et reproductible. Cette réaction colorimétrique n'est
toutefois pas spécifique, en effet des réactions sont possibles avec les aldoses, les cétoses et
les acides uroniques qui rendent également une coloration. En raison de I’interférence des
acides uroniques dans le dosage des oses neutres, il est nécessaire de corriger les calculs par la

méthode établie par Montreuil et Spik (Montreuil J and Spik G 1963).

L’ajout d’acide sulfurique provoque une hydrolyse des liaisons osidiques et permet d’obtenir
des monomeres libres et déshydratés qui vont ensuite réagir avec une solution de phénol pour

donner une coloration bleutée mesurable a 490 nm.

L’ensemble des échantillons et des standards sont traités comme suit : 200 pL de la solution
d’EPS a doser (2 0,2 ; 0,4 ; 0,8 mg.mL™") sont introduits dans des tubes en verre. 200 uL d’une
solution de phénol 5%, ainsi que 1 mL d’acide sulfurique a 97 % (v/v), les tubes sont laissés
au repos pendant 10 minutes avant d’étre agités. L’absorbance de chaque solution est lue a
510 nm au bout de 30 minutes. Deux gammes étalon sont réalisées avec des solutions
contenant de 25 a 200 pg de glucose ou d’acide glucuronique sont traitées dans les mémes

conditions.
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c. Dosage des acides uroniques

La quantit¢ d’acides uroniques est déterminée par le dosage mis au point par
Blumenkrantz et Asboe-Hansen (Blumenkrantz and Asboe-Hansen 1973) modifié par
Filisetti- Cozzi et Carpita (Filisetti-Cozzi and Carpita 1991). Ce dosage emploie le
métahydroxydiphényl (MHDP). Comme pour le dosage des oses neutres, 1’acide sulfurique
concentré provoque I’hydrolyse des chaines polysaccharidiques et permet la formation de
dérivés furfural. Les acides uroniques réagissent avec le 3-hydroxydiphényl pour donner une
coloration rose accentuée en présence de borate et détectée par lecture de ’absorbance a 525
nm. La réaction colorimétrique est sensible aux interférences dues aux sucres neutres qui
brunissent en présence d'acide sulfurique. Cette interférence est minimisée par traitement de
I'échantillon avec du sulfamate avant I'hydrolyse acide. Comme dans le cas précédent deux
gammes étalons sont réalisées (une gamme d'oses neutres (Glucose) et une gamme d’acide
uronique (acide glucuronique).

Pour se faire, 50, 100 et 200 uL de la solution d’EPS a doser (3 1 mg.mL"") sont introduits
dans des tubes en verre. Le volume est complété a 400 puL par de I’eau milli-Q. 40 puL d’une
solution de sulfamate (acide sulfamique/potassium sulfamate 4 M pH 1,6) ainsi que 2.4 mL
d’une solution de tétraborate de sodium a 75 mM préparée dans 1’acide sulfurique concentré
sont ajoutés. Apres 20 minutes au bain-marie a 80°C, les tubes sont placés dans de la glace et
80 uL d’une solution de MHDP (0.15 % p/v) sont ajoutés. Apres agitation, les tubes sont
laissés a température ambiante pendant 20 minutes et I’absorbance est lue a 525 nm.
L’étalonnage est effectué¢ dans les mémes conditions a I’aide de deux gammes de 25 a 200 pg
d’acide glucuronique ou de glucose.

Les concentrations relatives en oses neutres et en acides uroniques des solutions
polysaccharidiques sont obtenues en utilisant une méthode de calcul qui permet d’appliquer
des facteurs de correction pour minimiser les interférences des acides uroniques dans le

dosage des oses neutres (Montreuil J and Spik G 1963).
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L’analyse UV-visible des solutions témoins d’oses neutres (Glucose) et d’acides uroniques
(Acide glucuronique) permet de tracer les droites d’étalonnages du dosage. La pente de

chaque droite étalon est mesurée :
Dosage des oses neutre : Pente = a pour le Glucose

Pente = [ pour I’Acide glucuronique
Dosage des acides uroniques : Pente = o’ pour le Glucose

Pente = 3° pour I’ Acide glucuronique

A partir de ces pentes et en fonction des densités optiques (D.O) mesurées lors des dosages,
les concentrations en acides uroniques (AU) et en oses neutres (ON) sont déterminées grace

aux expressions suivantes :

DO test Dubois= a [ON] + 3 [AU]

DO acides uroniques = o’ [ON] + B’ [AU]

On en déduit alors les concentrations suivantes :
[Oses Neutres]= (DO test Dubois - B [AU])/ a

[Acide Uronique] = a [(DO acides uroniques - o’ DO test Dubois)/ (af’ - o’B)]

d. Dosage des osamines et N-acétyl-osamines

Les osamines et N-acétyl-osamines sont dosées sans distinction sous forme d’osamines
libres apres hydrolyse. Cette méthode implique la condensation des osamines libres avec
I’acétylacétone, qui conduit a la formation de dérivés de pyrrole. Ces derniers développent
une coloration rose en présence de paradiméthylaminobenzaldéhyde (réactif d’Ehrlich).Les

mesures d’absorbance sont réalisées a 520nm (Belcher et al. 1954).

L’hydrolyse de I’échantillon (1 et 0,5 mg.mL™") est réalisée par 1 mL d’HCI 8N a 100°C
pendant 1h, suivie d’une neutralisation par ajout de 1.7 mL NaOH 4N. Le dosage des
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osamines et N-acétyl-osamines est ensuite réalis¢ sur 500 pL d’hydrolysat neutralisé, par
ajout de 500 pL d’acétylacétone et 1 mL d’eau distillée. Les tubes sont placés 1h au bain-
marie a 100°C, puis refroidi dans un bain de glace. On ajoute 2,5 mL d’éthanol absolu, le
mélange est agité et placé au bain-marie a 75°C pendant 5 minutes. Puis, 500 uL de réactif
d’Ehrlich sont ajoutés, et le mélange est maintenu a 75°C pendant 30 minutes. Les
¢chantillons sont & nouveau refroidis et 2,5 mL d’éthanol absolu sont ajoutés. Les tubes sont

agités et placés pendant 30 minutes a ’obscurité avant lecture de I’absorbance a 520 nm.

L’étalonnage est effectué¢ dans les mémes conditions a ’aide d’une solution de N-acétyl-

glucosamine.

2) Détermination de la composition osidique par

chromatographie phase gazeuse

La détermination et le dosage des monosaccharides constitutifs des EPS ont été
effectués selon la méthode de Kamerling (Kamerling et al. 1975) modifiée par Montreuil
(Montreuil et al. 1986). Cette méthode nécessite la séparation par méthanolyse des différents
résidus du polymere, de fagcon a n’obtenir que des monomeres. Les résidus glycosidiques sont
ensuite triméthylsilylés afin de les rendre plus volatiles, et injectables en chromatographie en
phase gazeuse.

La méthanolyse est réalisée dans un tube en verre Pyrex, contenant 400 pg de polysaccharide
et 20 pg de myo-inositol (utilis¢é comme étalon interne), par ajout 500 pL d’un mélange
méthanol/acide chlorhydrique 3 N (Supelco) pendant 4 h a 100°C. Apres refroidissement a
température ambiante, le méthanolysat est neutralisé a I’aide de carbonate d’argent puis 50 pL
d’anhydride acétique sont ajoutés afin de réacétyler les osamines éventuellement présentes.
Apres une nuit a I’obscurité et a température ambiante, les échantillons sont centrifugés 15
minutes a 3000 rpm et le surnageant est évaporé sous jet d’azote. Les méthylglycosides sont
triméthylsylilés dans 50 pL de pyridine par 1’ajout de 50 puL de sylon (BSTFA : TMCS, 99:1,

Supelco), et incubation 2h30 a température ambiante. Apres évaporation douce des réactifs en
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exces sous jet d’azote, les glycosides de méthyle triméthylsilylés sont repris dans 500 uL. de
dichlorométhane puis injectés en chromatographie en phase gazeuse sur le systeme Agilent
6990 utilisant une colonne CP-SIL 5CB (60 m, 0,32 mm de diameétre interne), 1’hélium
comme gaz vecteur et le programme de montée en température suivant : 50°C maintenus
pendant 1 minute, puis un gradient de 20°C min™' jusqu’a 120°C, suivi d’un gradient de 2°C
min! jusqu’a 250°C et d’un palier de 5 minutes a 250°C.

Chaque monosaccharide a été identifié par comparaison des temps de rétention avec des
standards en tenant compte de I’étalon interne. Un coefficient de réponse a été calculé pour
chaque monosaccharide par rapport a la quantit¢ de I’étalon interne afin de définir la

proportion de chaque monosaccharide au sein du polysaccharide.

3) La chromatographie d’exclusion stérique

La masse moléculaire des EPS est déterminée par chromatographie d’exclusion
stérique haute pression (HPSEC). Ces analyses ont été effectuées au sein de 'UMR 6120 PCI
au Mans sur un systéme composé d’une colonne HF gel PW 6000, ¢lué par H20, NaNOs3
0.IM 2 un débit de 1 mL.min"!. La détection est effectuée par couplage réfractométrie et
détection UV a 280nm. Les grains formant la colonne vont d’autant plus retenir les molécules
que celles-ci seront de faible poids moléculaire. Ainsi les fractions polymériques de plus fort
poids moléculaire seront éluées en premier. La courbe d’étalonnage se fait a partir d’une

solution de pectine.

Dans le cadre de cette étude doctorale, deux EPS ont été analysés, I'échantillon NC336 et le

NC470.
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4) Analyse par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La RMN est une technique non destructive qui permet d’obtenir des informations quant
a la structure des EPS.
Entre 10 et 20 mg d’EPS sont dissous dans 1 mL d’eau deutérée (D20) a 99,98%.
L’échantillon est alors lyophilisé puis repris a nouveau dans du D>O. Cette opération qui
permet d’éliminer un maximum d’H>O captée au sein de I’EPS est répétée au minimum deux
fois.
Ces études par RMN ont été réalisées au Laboratoire de Spectroscopie de Résonance
Magnétique Nucléaire de I’Université de Bretagne Occidentale sur un spectrometre Bruker
DRX 500 MHz équipé d’une sonde Smm TBI 1H/(BB) 13C, a 25 °C et 50°C. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm par rapport a la référence interne TSP (acide

triméthylsilylpropionique).

5) Analyse par Spectrométrie Infrarouge a transformée de

Fourier (IRTF)

Les analyses IRTF sont réalisées directement sur les échantillons d’EPS lyophilisés, a
I’aide du spectrometre Nicolet iS10 ThermoScientific en détection ATR. Pour cela
I’échantillon est déposé sur un disque de germanium, puis analysé avec un balayage de

longueurs d’onde allant de 4000 cm™ a 600 cm™! (64 scans).
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II. Résultats et Discussion

A.Caractérisation chimique globale

1) La colorimétrie

La composition globale des EPS produits par 10 souches bactériennes ayant répondu
treés positivement (note = 3) au test de criblage phénotypique a été déterminée griace aux
dosages colorimétriques. Ces analyses donnent une premiere estimation de la teneur en
résidus osidiques (oses neutres, osamines, acides uroniques) et de la pureté de I’échantillon
(dosage des protéines). Les résultats obtenus sur la composition et les rendements de

production sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Composition globale des EPS par souche (% massique), et rendements de
production (g.L™).

Sur les dix échantillons analysés, huit (NC275, NC336, NC359, NC456, NC470, NC490,
NC493, NC615) d’entre eux se révelent €tre composés d’un taux élevé d’hexosamines,

compris entre 22 et 56%. L’analyse a également mis en évidence cinq échantillons (NC 336,
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NC359, NC393, NC456, NC470) contenant des proportions intéressantes d’acides uroniques
comprises entre 10 et 64%. Le dosage des oses neutres a révélé que quatre échantillons
(NC282, NC393, NC456, NC615) contiennent des proportions importantes de ces composés
avec des valeurs s’échelonnant de 35 a 80%. Dans ce dernier cas, on remarque que
I’échantillon NC282 semble étre exclusivement composé d’oses neutres (plus de 80%), cette
observation devra étre confirmée par des tests complémentaires (IRFT, CPG).

Les dosages des teneurs en protéines n’excedent pas 5%, cette information démontre
I’efficacité du systeme de purification par ultrafiltration tangentielle.

Les rendements obtenus pour la production des différents EPS sont également indiqués dans
le tableau et sont compris entre 2 et 5 g.L”'. A noter que ces productions ont été réalisées sans
chercher, pour le moment, a optimiser les parametres optimaux pour la synthese des EPS chez

les différentes bactéries.

2) L’analyse par Spectrométrie Infrarouge a transformée de

Fourier

Les résultats des dosages chimiques ont ét¢ complétés par 1’analyse des EPS natifs par
IRTF, une méthode d’analyse rapide permettant de détecter les bandes caractéristiques des
groupements constitutifs de ’EPS. Ainsi, les principales bandes retrouvées chez les EPS

sont :

- Une bande tres large entre 3000 et 3600 cm™ qui résulte de I’absorption des vibrations
d’¢élongation des liaisons hydroxyles (O-H) se trouvant dans le polymere ainsi que dans

I’eau résiduelle.

- Une bande intense centrée a 1050 cm™, région attribuée aux vibrations d’élongation des

liaisons C-O et C-O-H.

- Une bande vers 2940 cm™ caractéristique de I’absorption des vibrations d’élongation

des liaisons C-H.
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- La présence d’une bande a 1600 cm™, qui peut étre due a plusieurs types de liaisons

C=0 pouvant étre contenues dans les acides uroniques ou dans les substituants.

- Une bande & 1730 cm’' caractéristique des vibrations d’élongation des liaisons
carboxyles que 1’on peut attribuer a la présence d’ester (substituant organique) présent

dans le polymere.

- Deux bandes vers 1550 et 1630 cm™ correspondant respectivement aux groupements

amines [ et amines II, pouvant indiquer la présence de proté€ines ou d’osamines.

- Un doublet situé 4 1250 cm™ et 1230 cm™ caractéristique d’esters de sulfates peut étre

présent chez certains EPS.

Les spectres FTIR des échantillons d’EPS produits par les souches NC275, NC282, NC359 et
NC393 sont présentés en Figure 25.

Dans tous les cas, on note ’absence de bandes a 1230 et 1250 cm™ indiquant que les EPS

analysés ne sont pas sulfatés.
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(a)

(b)

Figure 25 : Spectres IRTF obtenus pour les échantillons d’EPS NC275 (a), NC282(b),
NC359 (c) et NC393 (d).
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©

(d)

Figure 25 : Spectres IRTF obtenus pour les échantillons d’EPS NC275 (a), NC282(b),
NC359 (c) et NC393 (d).
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L’analyse IRFT est cohérente avec les dosages colorimétriques. Le spectre IRTF de
I’échantillon NC275, dont le taux d’hexosamines a été estimé a pres de 41%, affiche
effectivement deux bandes & 1548 et 1634 cm™! correspondants aux groupements amines I et

amines II. La faible proportion de protéines, estimée a 3,02% renforce cet argument.

Le spectre IRTF de ’EPS NC282 confirme également 1’absence de certains groupements
chimiques tels que les hexosamines, protéines et acides uroniques. On observe par contre une
bande tres large entre 3000 et 3600 cm™ correspondant aux liaisons hydroxyles (O-H) ainsi
qu’une bande a 1021 cm™ caractéristique des liaisons C-O et C-O-H. L’échantillon NC282

¢tant essentiellement composé d’oses neutres, le spectre IRTF va également dans ce sens.

L’échantillon NC359 s’est révélé contenir une part importante d’hexosamines (21,69%) et
d’acides uroniques (64,37%) ce qui se traduit sur le spectre IRFT par la présence d’une bande
intense entre 1550 et 1630 cm™ qui a tendance & décrire un doublet, probablement dfi & un
chevauchement des pics des acides uroniques (liaison C=0 & 1600 cm™) et ceux des

groupements amine I et amine IT (1550 et 1630 cm™).

Quant a I’échantillon NC393, pour lequel un taux élevé en acides uroniques a été déterminé
par dosages colorimétriques, son spectre IRTF présente un pic intense & 1594 cm’

caractéristique des liaisons C=0.
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B. Caractérisation des EPS

1) Composition glycosidique par chromatographie phase gazeuse

La nature des résidus glycosidiques des dix EPS produits a été déterminée par CPG,
I’identification a été réalisée par comparaison des temps de rétention d’un mix de standard
(Figure 26) et les résultats sont rassemblés dans le Tableau 14. Le résidu glucose est retrouvé
chez tous les EPS, excepté au sein des échantillons NC359 et NC493 composés uniquement
d’osamines et d’acides uroniques. A I’inverse, NC393 ne contient pas d’osamine, mais
uniquement des oses neutres (Glu, Gal, Man, Fuc) et de I’acide glucuronique. Se dégagent
ensuite les échantillons NC275, NC336, NC456 et NC470 tous composés d’oses neutres,

acides uroniques et osamines, présents en proportions différentes.

Tableau 14 : Composition glycosidique des EPS déterminée par CPG.
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Figure 26 : Chromatogramme CPG des dérivés méthylglycosides O-triméthylsilylés de
composés standards.

On note que le taux de recouvrement total (somme massique %) des échantillons n’excede
que rarement 40%, ceci est pour partie expliqué par le procédé d’hydrolyse. Cependant, une
somme massique faible laisse également préjuger d’une faible teneur en sucres au sein du

polymere ; pouvant alors s’agir de glycolipides ou glycoprotéines. Ainsi, les polymeres pour
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lesquels la composition glycosidique est inférieur a 30% de la masse initiale n’ont pas été

conservés dans la suite de I’étude.

En nous basant sur les résultats des rendements de production, la composition
glycosidique et le taux de recouvrement en masse, nous nous sommes ensuite davantage
intéressés aux EPS NC336 et NC470, dont les structures et rendements de production nous
paraissaient intéressants. Des expérimentations complémentaires ont été menées, notamment

par RMN et HPSEC.

2) Masse moléculaire des EPS NC336 et NC470

Le profil d’¢lution de I’EPS NC336 (Figure 27) en chromatographie d’exclusion stérique
met en évidence un pic majeur de masse moléculaire élevée, estimée a 6 845 580 Da, et un
indice de polydispersité équivalent a 1,608. La présence d’un second pic semble indiquer une

deuxieme population de masse plus faible.

Figure 27 : Chromatogramme d’exclusion stérique de I’EPS NC336.
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Concernant ’EPS NC470, sa masse moléculaire a été estimée a 672 000 Da avec un indice de
polydispersité de 1,7. L’ensemble des résultats concernant la caractérisation chimique de
I’EPS NC470 et la description taxonomique de la souche bactérienne a fait I’objet d’une

publication dans Journal of Applied Microbiology (Chalkiadakis et al. 2013).

3) Résonance Magnétique Nucléaire

En raison d’une viscosité et d’une structure complexe, les spectres RMN 'H et *C des
EPS natifs offrent une résolution souvent trés moyenne, et ne sont pas toujours exploitables,
nécessitant alors une procédure de dépolymérisation souvent fastidieuse et destructrice.
Dans le cas de cette étude, nous avons procédé aux analyses par RMN'H uniquement sur les
EPS natifs NC336 et NC470 afin de compléter les données structurales issues de 1’analyse

globale et de ’analyse des résidus glycosidiques.

Le spectre 'H de I’EPS NC336 en Figure 28 montre plusieurs signaux pouvant étre identifiés

et donnant des premieres informations sur la structure du polymere :

- on distingue 4 a 5 protons anomériques dans la région entre 4 et 5 ppm, mettant en
évidence la présence d’au moins 4 a 5 résidus glycosidiques. Les signaux des protons 2

a 5 des cycles se trouvent dans la région comprise entre 3 a 4,8 ppm.

- Le signal a 1,4 ppm correspond a un groupement méthyle pouvant appartenir a un 6-

désoxysucre ou un substituant acétate ou pyruvate.

. Le signal a 1,97 ppm peut étre attribué au groupement N-acétylé.
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Figure 28 : Spectre RMN 'H de I’échantillon d’EPS produit par la souche NC336.
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Les données chimiques recueillies sur quelques EPS produits par des souches de
Nouvelle-Calédonie constituent des pistes de valorisation pour ces biopolymeres. En lien avec
I’étude taxonomique associée a la description de plusieurs bactéries, nous avons cherché a
établir une corrélation entre la composition de I’EPS et I’appartenance phylogénétique de la
souche productrice.

Nous avons constaté que la plupart des souches néo-calédoniennes appartenant au genre
Vibrio produisent des EPS contenant une part importante d’acides uroniques et
d’hexosamines. D’apres les données de la littérature, peu de bactéries semblent produire des
EPS riches en hexosamines, excepté les membres de ce genre. Le cas de la souche Vibrio
diabolicus HE800 isolée au niveau d’une source hydrothermale profonde et produisant un
EPS linéaire composé d’acides uroniques et d’hexosamines (50/50) (Rougeaux et al. 1999) a
été rapporté. De nombreux autres travaux attestent de la présence de ces composés chez les
Vibrio (Reddy et al. 1992; Rougeaux et al. 1996; Rougeaux et al. 1999b; Enos-Berlage and
McCarter 2000; Muralidharan and Jayachandran 2003; Bramhachari and Dubey 2006;
Bramhachari et al. 2007; Kavita et al. 2011; Kim et al. 2011). On retrouve trés peu
d’exception dans la littérature, la seule répertoriée est celle issue des travaux de Muralidharan
et Jayachandran (Muralidharan and Jayachandran 2003) qui décrivent la présence
d’aminoarabinose et aminoribose comme principaux constituant de ’EPS produit par Vibrio
alginolyticus.

La présence d’acides uroniques et d’hexosamines en proportions importantes ouvre des pistes
de valorisation pour ces EPS dont la structure se rapproche de celle des glycosaminoglycanes
(GAQG), en particulier de I’acide hyaluronique (HA). L’acide hyaluronique est utilisé dans des
secteurs a haute valeur ajoutée, notamment dans le domaine médical en chirurgie ophtalmique
(transplantation de cornée) et réparatrice (traitement des grands brilés)(Ascher et al. 2004;
Garg and Hales 2004; Gao et al. 2008; Higashide and Sugiyama 2008). Il trouve également
des applications en cosmétique en tant qu’agent hydratant, antirides ou cicatrisant (Averbeck
et al. 2006; Kogan et al. 2007). Certains produits de fermentation bactérienne dont la structure
est proche du HA sont déja commercialisés, c’est le cas du Juvéderm®, EPS produit par
Streptococcus equus utilisé comme antiride (Coleman and Patrick 2012). Des produits tels
que le Restylane® ou le Belotero® sont également élaborés a partir d’un polymere issu d’une

bactérie du genre Streptococcus et utilisés en chirurgie esthétique (Manna et al. 1999).
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Aujourd’hui, la valeur marchande des HA est estimée entre 750-1500 €/kg et ce marché

connait une croissance annuelle de 15% depuis 1997 (Chong et al. 2005).

Concernant le genre Pseudoalteromonas, représenté dans notre étude par la souche
NC282, les données bibliographiques décrivent des EPS constitués essentiellement d’oses
neutres, c¢’est le cas de de I’EPS NC282 composé uniquement de résidus de glucose. A titre
d’exemple, la souche HYD721 qui est une Pseudoalteromonas isolée au niveau d’une source
hydrothermale profonde synthétise un EPS majoritairement composé d’oses neutres (57%) et
d’acides uroniques (11%) (Rougeaux et al. 1996; Rougeaux et al. 1999a). D’autres études
portant sur les EPS des souches du genre Pseudoalteromonas de milieux polaires ont montré
une composition osidique majoritairement constituée d’oses neutres (Kim and Yim 2007; Qin
et al. 2007; Saravanan and Jayachandran 2008; Liu et al. 2013) avec dans certains cas la
présence d’acides uroniques (Holmstrom and Kjelleberg 1999; Mancuso Nichols et al. 2004;
Nichols et al. 2005a). D’autre part, dans ces différents travaux montrent que la composition
osidique des EPS présents chez certaines Pseudoalteromonas a été mise en relation avec la
nature de I’environnement. Il a notamment été observé une contribution plus marquée des
acides uroniques au sein des EPS produits par certaines souches vivant dans des
environnements pauvres en sels métalliques, les groupements uroniques pouvant jouer un role

dans la captation des métaux.

La capacité des EPS a chélater les métaux constitue une piste de valorisation
extrémement intéressante dans de nombreux secteurs industriels. En Nouvelle-Calédonie, la
principale activité économique est liée a I’exploitation des mines de nickel qui engendre une
pollution environnementale par des résidus chargés en métaux lourds. Ainsi la possibilité de
limiter cette pollution par I'utilisation de biopolymeres bactériens représente une voie de
recherche privilégiée. Cet aspect sur la chélation des métaux a été abordé dans une étude

préliminaire qui fait I’objet du paragraphe suivant.
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III. Détermination de la capacité de chélation des
métaux lourds par quelques EPS produits par des
bactéries de  Nouvelle-Calédonie.  Etude

Préliminaire.

Considérant les structures chimiques des EPS et notamment la présence de fonctions
chélatrices (carboxyles, hydroxyles, amines, sulfates...), ces biopolymeres peuvent présenter
un fort intérét dans différents secteurs industriels dont ’agroalimentaire, la cosmétique et la
gestion de I’environnement. Sur ce dernier créneau, ils peuvent constituer une alternative a
I’utilisation d’autres approches chimiques ou physico-chimiques certes efficaces, mais
souvent onéreuses et sans réelle spécificité quant aux ions métalliques ciblés. Cette forme de
biocaptation est abordée depuis les années 80 et fait ’objet d’un intérét grandissant de la part
des industriels (Brown and Lester 1979; Diels et al. 1995; Volesky and Holan 1995; Ledin
and Pedersen 1996; Matis et al. 1996; Kratochvil and Volesky 1998; Diels et al. 1999).

La chélation des métaux implique certains mécanismes tels que 1’intéraction de surface
par échange d’ions, considérée comme le mécanisme prédominant (Fourest and Volesky
1997) ou encore I’attraction ¢€lectrostatique avec certains groupements spécifiques tels que les
acides carboxyliques, les groupements sulfate ou les phosphates (Crist et al. 1994). La
présence de groupements chargés au sein des EPS pourrait donc favoriser la rétention des
métaux. Cependant, elle ne garantit pas 1’accessibilité des sites de biosorption également
dépendante d’autres paramétres comme la conformation et ’encombrement stérique. De
nombreuses études ont déja ét€ menées sur les EPS, notamment au sein du LBMM (Loaéc et
al. 1997a; Mancuso Nichols et al. 2004; Iyer et al. 2005; Nichols et al. 2005a; Nichols et al.
2005¢; Qin et al. 2007; Moppert et al. 2009), et ont servi de base a la réalisation de cette étude

préliminaire.

Dans cette étude, nous avons testé la capacité de rétention de 4 EPS (NC282, NC359,
NC393 et NC470), sélectionnés sur la base de leur composition osidique, vis-a-vis du nickel

et du cuivre, couramment rejetés dans les effluents industriels.
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A. Matériel et Méthodes

1) Mode opératoire utilisé pour les expérimentions de chélation

Les études de chélation ont été effectuées pour une concentration fixe d’EPS (0.05%
poids/volume) mise en présence avec des solutions métalliques d’acétate de cuivre
(Cu(CH3COO) ») ou de sulfate de nickel (NiSO4) de concentrations croissantes (0 a 1 000
mg.L"' pour le cuivre et de 0 a 500 mg.L"' pour le nickel). Dans des flacons en verre
hermétiques, sont additionnés 20 mL de solution métallique et 80 mL d’une solution de
polysaccharide. Les échantillons, préparés en triplicatas, sont placés sous agitation pendant

une nuit a 25°C. En fin d’expérimentation, le pH de la solution est mesuré.

Les échantillons sont ensuite ultrafiltrés (seuil de coupure de 100 kDa). Le perméat
contient les ions métalliques libres qui seront dosés par ICP-AES ; le rétentat contient 'EPS
et les ions métalliques chélatés. Ce rétentat est lyophilisé pour analyses ultérieures en MEB

(Figure 29)
(a) (b)

Figure 29 : Photographies des échantillons d’EPS ultrafiltrés et lyophilisés apres mis
en contact avec les solutions de sulfate de nickel (a) et d’acétate de cuivre (b).
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2) Quantification des ions libres par ICP-AES

Les perméats sont dilués dix fois dans 1’acide nitrique (HNO3) a 2% avant d’étre
analysés par ICP-AES (HORIBA Jobin Yvon ULTIMA 2). L’étalonnage pour le nickel est
réalisé pour des concentrations de 0 a 50 mg.L!, celui pour le cuivre couvre les
concentrations de 0 & 100 mg.L™'. Les analyses en ICP ont été réalisées sur des longueurs
d'onde de 324,754 et 231,604 nm pour le cuivre et le nickel respectivement.

La capacité spécifique d’adsorption q est déterminée en utilisant I’équation suivante (Volesky

and Holan 1995) :

_(Ci—Ceq).V
9= m

Ou q est la quantité de métal retenu par ’'EPS (mg (métal).g”! (EPS)). Ci est la concentration
métallique initiale et Ceq, la concentration métallique a I’équilibre (mg.L!) mesurée par ICP-

AES. V le volume de la solution (mL) et m la masse de I’EPS (mg).

3) Visualisation de la chélation

La mise en évidence de la rétention des métaux par les EPS a été réalisée par
microscopie électronique a balayage classique (MEB) (Quanta 200 (FEI)) ainsi qu’a I’aide de
la sonde de microanalyse a rayon X (EDS, Oxford). Les échantillons d’EPS obtenus avant et

apres la mise en contact avec les solutions métalliques sont observés sur le systeme.
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B. Résultats et Discussion

1) Détermination des capacités de chélation des EPS
a. Le cuivre

Les isothermes de rétention du cuivre par les 4 EPS sont présentées en Figure 30.

Isotherme de rétention du Cuivee
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Figure 30 : Isothermes de rétention du cuivre par les EPS NC282, NC470, NC359 et
NC393.

D’une maniere générale, on constate une chélation importante du cuivre des les plus faibles

concentrations en cet €lément, et une évolution rapide vers un plateau traduisant une

saturation probable des sites de chélation.

Ces 1sothermes peuvent étre modélisés par le modele de Langmuir (Langmuir 1918), qui suit

la fonction suivante : q:Qmax.—[Me]eq (1)

Kd.[Meleq

La transformation linéaire de I’équation (1) permet d’obtenir 1’équation suivante :

[Meleq_ Kd  [Meleq
q Qmax Qmax
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La représentation graphique linéaire (Figure 31) permet ainsi de quantifier la capacité de
biosorption traduite par les parametres Qmax (capacité spécifique de rétention du biosorbant a
saturation, exprimée en mg (de métal).g”! (d’EPS) et Kd (constante apparente de dissociation
du métal vis 2 vis du biosorbant, en mg.L™'). L’analyse du coefficient de corrélation R2,

proche de 1, traduit ’adéquation du modéle de Langmuir pour les quatre EPS.

Représentation linéaire de 1'isotherme de rétention du Cuivre
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Figure 31 : Représentation linéaire des isothermes de rétention du cuivre par les EPS
NC282, NC470, NC359 et NC393.

Les valeurs de parametres Qmax et Kd obtenus pour les quatre EPS apres contact avec le
cuivre sont regroupés dans le Tableau 15. L’échantillon NC470 présente la plus forte capacité
d’absorption avec un Qmax =357 mg.g"' largement supérieur a celui des autres EPS. La
constante apparente de dissociation (Kd = 0,043mg.L") est faible traduisant une stabilité
élevée du complexe EPS NC470-Cu. Les EPS NC393, NC359, NC282, présentent des
capacités de rétention plus faibles (entre 147 et 186 mg.g™!), mais néanmoins intéressantes, et

seul I’échantillon NC282 présente une affinité élevée pour le cuivre (Kd = 0,008 mg.L™).

Tableau 15 : Valeurs de Qmax (mg.g™') Kd (mg.L") et R? obtenus avec le cuivre.

NC282 NC359 NC393 NC470

R? 0,9931 0,9705 0,9906 0,9915
Qmax (mg.g™?) 147,059 185,185 181,818 357,143
Kd (mg.L") 0,008 141,556 59,345 0,043
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Ces valeurs sont relativement élevées par rapport a celles décrites dans la littérature aussi bien

pour la biomasse bactérienne que pour les polymeres (Tableau 16).

Tableau 16 : Capacité de biosorption de différentes biomasses et polymeres vis-a-vis du
cuivre et du nickel.

Type de  Capacité de rétention

Type de Biomasse /Espece métal (mg.g") Qmax Références
Wangia profunda Cu 48 (Zhou et al. 2009)
Pantoea sp. TEM18 Cu 180 (Ozdemir et al. 2004)
Methylobacterium organophilum Cu 200 (Kim et al. 1996)
Pseudomonas aeruginosa Cu 23,1 (Chang et al. 1997)
Paenibacillus jamilae Cu 40 (Morillo et al. 2006)
Bacillus sp. Cu 16,3 (Tunali et al. 2006)
Bacillus subtilis Cu 20,8 (Nakajima 2002)
Micrococcus luteus Cu 33,5 (Nakajima et al. 2001)
Klebsiella aerogenes Cu 13,2 (Bitton and Freihofer 1977)
Enterobacter sp. Cu 32,5 (Lu et al. 2006)
Pseudomonas cepacia Cu 65,3 (Savvaidis et al. 2003)
Pseudomonas putida Cu 96,9 (Uslu and Tanyol 2006)
Sphaerotilus natans Cu 60 (Beolchini et al. 2006)
Pantoea sp. TEM18 Cu 31,3 (Ozdemir et al. 2004)
Streptomyces coelicolor Cu 66,7 (Oztiirk et al. 2004)
Thiobacillus ferrooxidans Cu 39,8 (Liu et al. 2004)

(Norberg AB and Persson H
Zoogloea ramigera Cu 323 1984)
Paracoccus sp Cu 333 (Deschatre et al. 2013)
Paracoccus'Zeaxanthinifaciens Cu 625 (Moppert et al. 2009)
subsp. Payriae
Bacillus thuringiensis Ni 45,9 (Oztiirk 2007)
Streptomyces rimosus Ni 32,6 (Selatnia et al. 2004)
Cyanotheca ETS5 Ni 25 (Micheletti et al. 2008)
Pseudomonas sp. Ni 21 (Asthana et al. 1995)
Cyanospira capsulata Ni 37 (Micheletti et al. 2008)
Geobacillus thermoleovorans )
subsp stromboliensis Ni 42 (Ozdemir et al. 2009)
Sargassum puitans Ni 40 (Holan and Volesky 1994)
Pseudomonas aeruginosa ASU
6a Ni 113,6 (Gabr et al. 2008)
Nostoc PCC7936 Ni 20 (Micheletti et al. 2008)
[ ] Biomasse

|:| Polysaccharide
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On note que PEPS NC470, dont le Qmax s’éléve a 357 mg.g™!, fait partie des meilleurs
candidats pour la chélation du cuivre aprés I’EPS produit par la souche bactérienne

Paracoccus zeaxanthinifaciens subsp. Payriae (Moppert et al. 2009).

b. Le nickel

En raison d’importants problemes de gélification des solutions d’EPS (NC470, NC282)
lors de la mise en contact avec le sel de nickel, les expériences de chélation du nickel n’ont pu

étre réalisées qu’avec les échantillons NC393 et NC359 (Tableau 17).

Les parametres de chélation du nickel par les EPS NC393 et NC359 ont été déterminés
apres vérification de I’adéquation des données au modele de Langmuir, et sont rassemblés

dans le tableau. Les isothermes sont présentés en Figure 32 et 33.

Tableau 17: Valeurs de Qmax (mg.g™) Kd (mg.L!) et R2 obtenus avec le nickel.

NC393 NC359

R2 0,9967 0,9921
Qmax (mg.g!) 73,529 86,207
Kd (mg.I") 39,164 3,868

Les valeurs de Qmax obtenues dans cette étude sont tout a fait intéressantes et compétitives
par rapport aux travaux décrits dans la littérature, pour lesquels les valeurs maximales
observées sont un Qmax de 113 mg.g”' pour la biomasse bactérienne de Pseudomonas
aeruginosa ASU 6a (Gabr et al. 2008). On note toutefois une faible affinité des complexes

NC359-Ni et NC393-Ni comme indiqué par la valeur élevée de la constante de dissociation

Kd.
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Figure 32 : Isothermes de rétention du cuivre par les EPS NC359 et NC393.
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Figure 33 : Représentation linéaire des isothermes de rétention du cuivre par les EPS NC359
et NC393.
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L’étude de la chélation a ’aide du MEB a été réalisée sur les EPS NC470, NC282, NC359 et

NC393 apres mise en contact avec le nickel.

L’observation par MEB met en évidence la structure macromoléculaire des différents
EPS avant et aprés mise en contact avec une solution de nickel a2 500 mg.L!. En deuxieme
approche, la microanalyse donne une estimation de la quantité d’ions au sein de 1’échantillon.
Les valeurs brutes doivent étre considérées avec prudence au regard de I’hétérogénéité de

distribution de ces ions au sein de la structure polysaccharidique.

Sur la Figure 34, on observe un aspect feuilleté et dentelé pour les EPS natifs NC282,
NC359 et NC393, et un aspect plus lisse pour ’EPS NC470.

Figure 34 : Observation par MEB des 4 EPS avant mise en contact avec le sel de nickel
(grossissement : x 200).
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Ces échantillons ont été observés en MEB aprés 1’expérience de chélation en présence
de nickel. On note alors, sur certains d’entre eux, l’apparition de structures sphériques
localisées en surface de la matrice principale constituée par le polymere (Figure 35). Une

microanalyse dirigée vers ces spheres indique une charge importante en nickel.

Figure 35 : Observation par MEB de I’EPS NC470 aprés mise en contact avec le sel de
nickel. Visualisation de structures sphériques chargées en nickel (grossissement x800)

Comme nous I’avions précédemment constaté par les analyses ICP- AES, les résultats
obtenus sur I’EPS NC470 en MEB couplé a la microanalyse confirment une capacité de
chélation supérieure de I’EPS NC470 pour le nickel, avec un taux estimé a 20%.

(Tableau 18).

Tableau 18 : Mesures spectrales réalisées par microanalyse pour le nickel au sein des EPS.

Echantillon [sulfate] % [nickel] %

NC282 4,8 10,6
NC359 7,1 15,0
NC393 6,8 13,0
NC470 7,8 20,3
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C. Conclusion

Les résultats préliminaires obtenus dans cette étude sur les capacités de rétention des
EPS pour le nickel et le cuivre démontrent le potentiel de certains EPS produits par des
bactéries de Nouvelle-Calédonie comme agents de chélation efficaces vis-a-vis de ces
métaux. L’EPS NC470 présente les plus fortes valeurs de Qmax (Q max = 357,143 mg.g™!
pour un Kd = 0,043 mg.L™).

Plusieurs propriétés peuvent contribuer a ce pouvoir de chélation, notamment la présence de
groupements chimiques chargés négativement favorisant la captation des cations; le
comportement du polymere en solution (rhéologie), sa conformation (linéaire, ramifi¢) qui va
également déterminer 1’accessibilité des sites réactionnels, ou encore le volume de I’ion
considéré. Plusieurs études ont mis en évidence le role de groupements chimiques tels que les
sulfates, les acides uroniques et les phosphates dans la captation des ions par les EPS, méme
si d’autres parameétres existent comme les interactions €lectrostatiques entre les groupements

hydroxyles (Hans-Cur 1995; Prado Acosta et al. 2005; Singh et al. 2006).

Dans le cas de I’EPS NC470, les analyses chimiques ont montré un taux élevé en acides
uroniques et osamines. Ces oses chargés négativement jouent probablement un rdle majeur
dans la capacité de ces biopolymeres a chélater des ions métalliques et en particulier les ions
divalents (Loaéc et al. 1997a). De la méme maniere, on remarque que le NC359, également
compos¢ en majorité d’acides uroniques et d’hexosamines, présente des propriétés chélatrices
intéressantes (Qmax = 185,185 mg.g"). A Tlinverse, les EPS NC282 et NC393,
essentiellement composés d’oses neutres, affichent les plus faibles taux de chélation vis-a-vis

des deux métaux étudiés.

Dans le cas des 4 d’EPS ¢étudiés, on observe que chacun d’entre eux affiche une
différence au niveau de la capacité de rétention des deux ions divalents (Cu®*, Ni*"), le Cu**
étant généralement mieux retenu par ’'EPS que le Ni**. La faculté des EPS bactériens a
chélater préférentiellement certains ions est un phénomene décrit. (Loaéc et al. 1997b;
Bhaskar and Bhosle 2006). A titre d’exemple, une étude menée sur Rhizobium etli a montré

que ses EPS captaient préférentiellement et rapidement le manganese par rapport au nickel ou
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au plomb (Foster et al. 2000). Une autre étude sur Paenibacillus jamilae a également mis en
évidence une chélation préférentielle pour le plomb (Morillo et al. 2006). Dans chaque cas,
plusieurs hypotheses ont été évoquées, telles que le role du pH, ou encore la conformation
propre de chaque EPS ainsi que le volume et la valence des différents ions métalliques

(Guibaud et al. 2008).

Au cours de cette étude préliminaire, ’influence du pH sur la chélation des ions
métalliques n’a pas été abordée. Or des variations de ce parametre peuvent fortement affecter
les capacités de chélation des EPS, influant a la fois la spéciation du métal et la structure de
I’EPS (confirmation, charge des groupements fonctionnels, etc...) (Singh et al. 2006; Wang
and Chen 2009; Poli et al. 2010). Nous avons toutefois mesuré les valeurs de pH en fin
d’expérimentations. Ces valeurs se situent entre 5,5 et 6,7 selon les EPS et les métaux étudiés
(Tableau 19). D’apres les données disponibles dans la littérature, ces valeurs de pH
expérimental cohérentes avec la gamme de pH optimal de chélation des métaux qui se situe
entre 4 et 6 (Esposito et al. 2002; Veglio et al. 2002; Shin et al. 2004; Guibaud et al. 2008;
Zhou et al. 2009).

Tableau 19 : Valeurs de pH mesurées en fin d’expérimentions de mise en contact des EPS
et des solutions métalliques.

NC393 NC339 NC470 NC282
Cuivre 5,895 5,65 5,62 5,53
Nickel 5,96 5,73 5,77 b,69

Dans une optique de valorisation liée a I’aspect « chélation des métaux par les EPS »,
des expérimentations précises prenant en compte l'influence du pH, ainsi que d’autres

facteurs tels que la salinité ou la compétitivité en solution multi€léments devront &tre menées.
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IV. Conclusion de la partie III

L’étude menée sur le potentiel des EPS produits en conditions de laboratoire par des
souches bactériennes marines de Nouvelle-Calédonie a montré une capacité importante de ces
bactéries a synthétiser des exopolymeres (54,35%), au regard de la présence de colonies
muqueuses sur milieu solide. Au total, 43 souches ont fait I’objet d’études complémentaires
visant notamment la détermination des conditions optimales de croissance et la production de
polysaccharide en milieu liquide. Une dizaine d’EPS a ainsi été produite par fermentation
bactérienne, atteignant des rendements de ’ordre de 2 & 5g.L' d’EPS. Ces structures ont été

caractérisés chimiquement (composition globale, ratios monosaccharidiques, poids

moléculaire).

L’analyse chimique des échantillons confirme un faible taux en protéines, attestant ainsi
de Tefficacité du protocole de purification par ultrafiltration. D’autre part, la composition
glycosidique des échantillons met en évidence des structures riches en acides uroniques et

hexosamines plus particulierement chez les especes appartenant au genre Vibrio.

Sur la base des connaissances de la chimie de ces biopolymeres (composition osidique, ratios
monosaccharidiques), nous avons sélectionné 4 EPS (NC470, NC282, NC359, NC393)
présentant des compositions différentes, plus ou moins chargés, pour une étude visant a
étudier leur capacité de rétention des ions métalliques : Cu?* et Ni**. La capacité de chélation
semble liée a la présence au sein du polymere de groupements fonctionnels chargés. En effet
les EPS NC470 et NC359 contiennent une part importante d’acides uroniques et
d’hexosamines piegent efficacement les deux sels d’ions métalliques, plus particulierement
I’EPS NC470 pour lequel les plus fortes capacités de chélation sont obtenues (Qmax =
357,143 mg.g"! pour le Cu** et de 20% pour le Ni** soit un Qmax estimé a 114,9 mg.g™). En
revanche, les EPS NC282 et NC393 composés majoritairement d’oses neutres sont moins
efficaces. Ces résultats préliminaires sont tout a fait intéressants et permettent d’ores et déja
d’envisager une utilisation de ’EPS NC470 pour ses capacités de chélation. Cependant, des

expérimentations complémentaires sont nécessaires afin d’optimiser et de contrdler
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I’interaction polymére-métal (probleme de gélification des échantillons, pH, compétitivité

inter-ions).

Les EPS, grace a leurs propriétés biologiques, chimiques, et rhéologiques, trouvent des
applications comme agents €paississants, gélifiants, émulsifiants, stabilisants, séquestrants,
hydratants, filmants... peuvent intéresser de nombreux secteurs de I’industrie
(agroalimentaire, cosmétique, santé, environnement...). Dans le cas particulier de la
Nouvelle-Calédonie, nous envisageons d’ores et déja une application des EPS dans le
domaine cosmétique, en demande constante pour de nouveaux composés naturels aux

propriétés hydratantes avec certaines activités biologiques (cicatrisante, antiride, apaisante).

Un autre secteur d’intérét sur le territoire néo-calédonien concerne la problématique
environnementale. Les EPS et /ou de la biomasse bactérienne en tant qu’agents chélatants
pourrait étre développé pour la bioremédiation des métaux, comme alternative propre et
économiquement viable a la précipitation chimique des ions métalliques issus des rejets

industriels (Volesky and Naja 2005; Wang and Chen 2009).

D’autres secteurs porteurs devraient également étre explorés notamment pour des
applications contre les salissures marines avec une utilisation en tant qu’antifouling. Dans le
contexte de la Nouvelle-Calédonie ou la plaisance représente une activité importante, cette

perspective de valorisation pourrait &tre développée.

Les possibilités de valorisation des EPS sont trés vastes et offrent une large gamme
d’applications. Les premieres données et expériences menées au cours de cette étude
doctorale sur les polymeres produits par les bactéries de Nouvelle-Calédonie ouvrent une
nouvelle voie de développement en biotechnologie et des perspectives de recherches
intéressantes (santé humaine, biomatériaux, agriculture) sur le territoire de Nouvelle-

Calédonie.
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I. Matériel et méthodes

A.Le criblage des souches

Etant donné les limites des techniques de criblage phénotypique basées sur la coloration
des corps lipidiques (Nile Red , Nile blue or Sudan Black) (Kitamura and Doi 1994) ou
I’observation de la croissance des colonies sur différents milieux favorables a la synthese de
PHA, un des objectifs de cette these a été de mettre au point une nouvelle technique de
criblage des bactéries productrices de PHA basée sur la détection spécifique des genes

impliqués dans la synthese de ces PHA.

Nous avons donc eu recours a la biologie moléculaire, notamment par PCR, pour mettre en
place deux tests, le premier que nous avons mis au point pour la détection des bactéries
capables de produire des PHA scl, et le second adapté des travaux de Solaiman (Solaiman et

al. 2000) permettant la détection des bactéries capables de produire des PHA mcl.

1) Mise au point du test de criblage moléculaire pour la détection

des bactéries productrices de PHA scl

a. Principe et méthode

Tres peu de données sont disponibles dans la littérature quant au criblage par PCR des
bactéries productrices de PHA scl. Partant des travaux de Sheu et son équipe (Sheu et al.
2000) décrivant la mise en évidence par PCR du gene phaC codant pour I’enzyme PHA
synthase de type I impliquée dans la synthese des PHA scl, nous avons testé les amorces

décrites par ces auteurs sur des souches bactériennes marines de Nouvelle-Calédonie
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appartenant au genre Vibrio et dont la capacité de production des PHA scl est connue (Sun et
al. 1994; Chien et al. 2007; Arun et al. 2009; Wei et al. 2011; Boroujerdi et al. 2012; Numata
and Doi 2012; Subin et al. 2013). Cependant, malgré les essais d’optimisation des conditions
de la PCR, aucune amplification spécifique n’a pu étre observée. Dans les travaux de Sheu, le
criblage était réalisé sur des bactéries terrestres essentiellement. Or I’alignement réalisé¢ a
partir des séquences nucléotidiques de PHA scl disponibles sur des bases de données a permis
de mettre en évidence des disparités au niveau des régions conservées entre les especes
terrestres et marines. Nous avons ainsi entrepris de dessiner des nouvelles amorces afin de

cribler la collection pour la recherche de bactéries marines produisant des PHA scl.

Ainsi suite a I’alignement de 25 séquences de phaC de type I (que I’on peut retrouver sous le
terme de « PHB synthase gene ») de bactéries marines obtenues de bases de données, nous
avons pu définir des régions nucléotidiques relativement bien conservées et dessiner des
amorces. Les amorces ont ensuite été testées sur des bactéries productrices de PHA scl. Ces
résultats nous ont permis de sélectionner un couple d’amorces dont ’amplicon atteignait une

taille d’environ 750 pb.
Les séquences du couple d’amorces sont les suivantes :
LMRf1 : 5>-CCGCCBTKBATCAACAARTWCTAYATYCTBGA-3’

LMR13 : 5’-GGRTTGAYSAYRCCVGCRATRTGGCC-3’

b. La mise en place du protocole expérimental

La technique de criblage des PHA scl développée dans cette étude est présentée dans
I’article « Rapid PCR method for the screening of marine bacteria producing short chain
length PHA. », actuellement en cours de rédaction. C’est une technique rapide et spécifique
par PCR permettant le criblage haut débit des bactéries marines capables de produire des PHA

scl.
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2) Test PCR pour la détection des bactéries productrices de

PHA mcl

a. Principe et méthode

Le protocole de criblage des PHA mcl a été inspiré des travaux de Solaiman (Solaiman et
al. 2000) et permet de rechercher le gene phaC codant pour la PHA synthase de type II. Les

amorces utilisées dans cette €tude sont les suivantes :
I-179L : 5’>-ACAGATCAACAAGTTCTACATCTTCGAC-3’
I-179R : 5>-GGTGTTGTCGTTGTTCCAGTAGAGGATGTC-3’

Elles permettent d’obtenir un fragment de 540 pb qui est ensuite révélé par migration sur gel
d’agarose (2%).

b. La mise en place du protocole expérimental

- Extraction d’ADN bactérien : une colonie bactérienne est prélevée sur gélose Zobell,
resuspendue dans 50 pL d’eau milliQ puis chauffée 10 min a 95°C. Le lysat cellulaire
est ensuite centrifugé (14000 rpm/ 10 min). Le surnageant contenant I’ADN de la

souche a tester est récupéré dans un tube propre.

- Amplification du gene phaC : Le mélange de PCR utilisé pour chaque échantillon est le

suivant :

Volume (ul) Produit

12 H>O
2,5 Tampon 10x
1,2 I-179L
1,2 I-179R
2,5 MgCl12 (25mM)
2,5 dNTP (2mM)

0,25 Enzyme

22,15 Total
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Une fois le mix préparé et 1luL de I’ADN extrait ajouté le tout est placé dans un

thermocycleur et suit le programme d’amplification suivant :

95°C 5’ 1 cycle
94°C 1°

54°C 1’ 30 cycles
72°C 17

72°C 5’ 1 cycle
4°C

Les réactions de PCR sont ensuite déposées sur un gel d’agarose a 2% en présence de
marqueurs de poids moléculaire. Une fois I’électrophorese réalisée, les amplicons de taille
540 pb correspondant au fragment du gene PHA mcl amplifié sont recherchés sous lumiere

UV.
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B. Production des PHA

La production de PHA est réalisée en 2 étapes, la premiére en milieu Zobell afin d’obtenir
une densité cellulaire importante, le deuxiéme dans un milieu dépourvu d’azote et enrichi en
source de carbone afin de limiter la division cellulaire et favoriser la synthese et
I’accumulation intracellulaire des PHA.

Pour la phase de production de biomasse, deux erlenmeyers contenant 2. de milieu Zobell
(par litre d’eau distillée : Sg de peptone, 1g d’extrait de levure, 15g de Sea Salts et pH ajusté a
7,6 avec une solution de NaOH 2N) sont inoculés a 10% (v/v) avec une suspension de cellules
en phase exponentielle. Les erlenmeyers sont agités a la température de croissance optimale
de la souche pendant 6h a 8 h. Apres centrifugation (8000g pendant 20min, en conditions
stériles) les culots bactériens sont transférés dans un fermenteur contenant 5 L de milieu
‘limitant’ favorisant la production des PHA. Le milieu limitant est compos¢ d’eau de mer (par
litre d’eau distillée : 15g de Sea Salt) appauvrie en tout autre élément, notamment en azote, et
enrichi en carbone. Différents substrats carbonés ont été testés dans cette étude : selon la
nature de la souche bactérienne utilisée et la nature du PHA produit : glucose (10 g.L 1),
acide valérique (3 g.L''), huile de coprah (10 g.L'"), acide octanoique (3 g.L'!) et acide
undécenoique (0,5 g.L'!), seuls ou en mélange.

Au cours de la fermentation, le pH est maintenu automatiquement au pH optimum par
addition d’une solution de NaOH 2N ou d’une solution de H2SO4 2N, la température
appliquée correspond a la température optimale de la souche, et le niveau d’oxygéne est
maintenu inférieur a 25% par un contrdle de 1’agitation. Pour certaines souches quelques
gouttes d’antimousse (Pluronic PE 6100) sont ajoutées pour éviter la formation d’une
émulsion. Apres 3 jours, les cellules sont récupérées par centrifugation (8000g pendant 20
min), lavées deux fois avec de I’eau de mer diluée, puis le culot bactérien est lyophilisé avant

analyse.
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C. Extraction et purification des PHA

Les cellules lyophilisées sont réduites en poudre dans un mortier et extraites a 1’aide
de chloroforme (15 mL pour 1 g de Masse de Cellules Seches MCS) pendant 4h a 50°C. Un
volume d’eau (1/3) est ajouté, le mélange est agité puis centrifugé pour séparer les deux
phases des débris cellulaires. La phase organique est alors récupérée, évaporée et le solide
obtenu est conservé pour les analyses. La purification du PHA est réalisée par plusieurs
précipitations successives d’une solution chloroformique de PHA dans 10 volumes de

méthanol froid.

D. Caractérisations des PHA

1) Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN 'H)

Les analyses RMN 1H sont réalisées a 25°C sur des échantillons de PHA dissous dans du
chloroforme deutéré sur un spectrometre Brucker 400 DRX opérant a 400MHz. Les
déplacements chimiques sont reportés en ppm relativement au signal du 3,3,3,4-tétraméthyl

silane.

2)Analyse Enthalpique Différentielle (AED)

La calorimétrie différentielle a balayage est réalisée sur un TA Instrument DSC Q200.
Les échantillons de I'ordre de 5 a 10 mg sont encapsulés entre un pan et un lid en aluminium
et chauffés de -70°C a 200°C a 10°C.min"' sous un flux d’azote. La température de fusion Tm
et I’enthalpie de fusion sont prises de ’endotherme de fusion et la température de transition

vitreuse Tg est prise au point d’inflexion du changement de capacité calorifique.
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3)Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier

Les analyses IRTF sont réalisées directement sur les échantillons de PHA purifiés ou sur
les cellules lyophilisées, a I’aide du spectrométre Nicolet iS10 ThermoScientific en détection
ATR. Pour cela I’échantillon est déposé sur un disque de germanium, puis analysé avec un

balayage de longueurs d’ondes allant de 4000 cm™ 4 600 cm ™' (64 scans).

4) Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie

de masse (CG/SM)

Pour déterminer leur composition monomérique, 7mg de PHA dissous dans 1,5mL de
chloroforme sont méthanolysés en présence de 1,5mL d’une solution de MeOH/HCI (17/2,
v/v) a 100°C pendant 4h. La phase organique est ensuite lavée par 1mL d’eau puis séchée sur
MgSO4. La sylilation des esters méthyliques est réalisée en ajoutant 100 uL de BSTFA (N,O-
bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) et 100 uL de pyridine a 1’échantillon méthylé. La
solution est chauffée a 70°C pendant 1h puis évaporée a sec. L’échantillon est alors dissous
dans 600uL de dichlorométhane et injecté en CPG-SM permettant de déterminer la longueur
de la chaine carbonée de chaque monomere ainsi que le nombre de doubles liaisons au sein
des monomeres.

La localisation de la double liaison au sein des monomeres a été réalisée selon la méthode
décrite par Simon-Colin (Simon-Colin et al. 2012a). Pour cela, les esters méthyliques sont
acétylés dans 100 pl de chlorure d’acétyle a 65 °C pendant 5 minutes, puis le mélange est
évaporé a sec sous azote. Une thiométhylation est alors réalisée par addition de 500 ul
d’hexane, 100 pL de dimethyldisulfide DMDS (100 pl) et 20 pL d’iode, suivie d’une
incubation a 50°C pendant 48h. Les échantillons sont dilués dans 200 pL d’hexane et I’excés
d’iode est réduit par addition de Na>SOs. Apres centrifugation (8 minutes, 3000 g), les dérivés
3-O-acétyle thiométhyle méthyle esters sont récupérés dans le surnageant, évaporés sous
azote, puis repris dans 500 pl de dichlorométhane avant d’étre injectés en CPG-SM.

Le systeme CPG-SM est composé d’un chromatographe Agilent Technologies 6890N couplé

a un spectrometre quadripdlaire Agilent 5975 inert XL, équipé d’une colonne capillaire de
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silice HPS-MS (30m x 0,25mm, 0,25um d’épaisseur de film). Un volume de 1uL est injecté
(split ratio 100:1) a 250°C avec de I’hélium comme gaz vecteur et le programme de
température suivant : 60°C pendant 1 min, puis rampe de 4°C.min-1 jusqu’a 140°C, puis
15°C.min-1 jusqu’a 280°C et 5Smin a 280°C. Le potentiel d’ionisation pour I’impact

électronique est de 70eV.
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II. Résultats et Discussion

A.Le criblage

1) Recherche de bactéries productrices de PHA scl

Le criblage moléculaire visant a mettre en évidence les souches productrices de PHA scl a
été effectué sur 414 isolats. Sur ces 414 isolats, 187 présentaient un amplicon d’environ 750
pb. Le produit de PCR de 45 échantillons sur 187 a été séquencé. Les séquences
nucléotidiques obtenues ont ensuite été analysées et présentaient 85 a 97% d’homologie avec
le géne codant pour la PHA synthase de type I avec des séquences appartenant a des souches
de référence. Nos résultats semblent indiquer que les amorces LMRfl et LMRr3
nouvellement dessinées sont plus efficaces pour le criblage des bactéries marines

potentiellement productrices de PHA scl (Figure 36).

I Témoin positif
(Vibrio
alginolitycus

Amorces
Sheu et al

Marqueur
de taille

Résultats
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Amorces
développées
durant cette

étude.

Figure 36 : Comparaison de I’efficacité de deux couples d’amorces sur dix bactéries
marines productrices de PHA scl.

Les 45 isolats ont ensuite été partiellement identifiés (séquencage de la sous-unité

ribosomique 16S) permettant I’identification de six genres bactériens : Photobacterium,
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Salinivibrio, Vibrio, Pseudoalteromonas, Marinomonas (y-Proteobacteria) et Ruegeria (a-
Proteobacteria). Certaines especes appartenant a ces genres sont produisent des PHA scl,
comme Vibrio avec la description de certaines especes produisant du PHB (Sun et al. 1994;
Chien et al. 2007; Arun et al. 2009; Wei et al. 2011; Boroujerdi et al. 2012; Numata and Doi
2012), ou encore Salinivibrio, Photobacterium (Boyandin et al. 2007) et Pseudoalteromonas
(Villanueva et al. 2010). En revanche aucune donnée n’est disponible, a notre connaissance,

pour les genres Marinomonas et Ruegeria.

Enfin, parmi ces 45 isolats, 10 ont été sélectionnés pour une production de PHA scl en
condition de fermentation. L objectif était de confirmer la fiabilité du criblage mis en ceuvre

et de caractériser les PHA scl produits.

2) Recherche de bactéries productrices de PHA mcl

Ce travail de criblage a été effectué sur I’ensemble de la collection (771 isolats). Il a
permis d’identifier la souche NC532 exprimant le gene de la PHA synthase de type II codant
pour les PHA mcl (Figure 37). Cette souche NC532 a été collectée au niveau des sources
hydrothermales résurgentes de la baie de Prony. Afin de valider ce résultat de criblage,
I’amplicon obtenu a été séquencé. La séquence amplifiée correspond effectivement au gene
codant pour la PHA synthase de type II (94% d’homologie avec Pseudomonas aeruginosa).
Le séquencage 16S réalis€é a permis de préciser que la souche NC532 appartient au genre
Pseudomonas. Ce résultat est en accord avec les travaux de la littérature ou une part
importante des especes productrices de PHA mcl appartiennent au genre Pseudomonas (de
Smet et al. 1983; He et al. 1998; Barbuzzi et al. 2004; Simon-Colin et al. 2008a; Rai et al.
2011; Wang et al. 2011; Simon-Colin et al. 2012b). On note tout de méme que quelques rares
especes appartenant aux genres Comamonas (Thakor et al. 2005) et Burkholderia (Ciesielski
et al. 2006) ont été criblées avec succes par cette méthode. Ces observations confirment donc
que les amorces I-179L et I-179R ne sont pas spécifiques du genre Pseudomonas, mais
peuvent étre utilisées sur d’autres genres bactériens. Le test de criblage que nous avons utilisé

parait fiable, méme s’il n’a permis d’identifier qu’une seule bactérie potentiellement
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productrice de PHA mcl : la souche NC532. Afin de confirmer ce résultat, une production de

PHA mcl a partir de la souche NC532 a été réalisée par fermentation.

NC532 Marqueur
de taille

N J

~

Autres souches testées dans la collection
(pas d’amplification détectée)

Figure 37 : Gel d’agarose obtenu apres PCR. Mise en évidence d’une bande a 540 pb
permettant d’identifier les isolats producteurs de PHA mcl.
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B. Production de PHA

Différents substrats carbonés ont été testés sur plusieurs souches bactériennes dans le
but de produire des polyesters bactériens appartenant a la catégorie des PHA scl, notamment

PHB, PHBYV et des PHA mcl saturés ou insaturés.
1) Les PHA a courtes chaines

La production de PHA scl a été réalisée sur dix souches ayant répondu positivement
au criblage PCR : NC14, NC15, NC21, NC23, NC282, NC283, NC470, NC493, NC615 et
NC617. Ces dix souches appartiennent a 6 genres différents : Vibrio (NC470 et NC493),
Salinivibrio (NC15 et NCI15), Photobacterium (NC21 et NC23), Pseudoalteromonas
(NC412), Marinomonas (NC615) et Ruegeria (NC617).

Les cultures ont été réalisées sur glucose (10g.L™!) comme unique source de carbone, ce qui
aboutit couramment a la synthése du PHB. D’autres ont été effectués avec un mélange de
glucose (10g.L!) et d’acide valérique (3g.L™") afin d’orienter le métabolisme bactérien vers la

synthese d’un copolymere de PHBV.

Les résultats de la production de PHA scl sont rassemblés dans le Tableau 20. Les meilleurs
rendements sont obtenus avec la souche NC470 avec une valeur maximale de 4,5¢ de PHA
(soit un rendement de 45%) obtenu sur glucose (10g.L™"). Pour les autres souches testées, on
note que les plus productives en PHA scl appartiennent a la famille des Vibrionaceae : Vibrio
(NC470 et NC493), Salinivibrio (NC15 et NC15) et Photobacterium (NC21 et NC23) avec
des rendements de 21 a 45%. Les souches appartenant aux genres Pseudoalteromonas
(NC412), Marinomonas (NC615) et Ruegeria (NC617) n’ont donné que de faibles

rendements (entre 8 et 15%).
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Tableau 20 : Résultats de la production de PHA scl par les souches issues du criblage.
Souches Source carbone  MCS (g) Mextrait (g) Rendement (%)
NC470 g
Glucose (10g/L) 10 4,5 45
NC493 Glucose (10g/L) 1,3 0,465 35,8
NCI15 Glucose (10g/L) 1,26 0,34 27,5
NC14 Glucose (10g/L) 1,1 0,325 29,6
NC21 Glucose (10g/L) 1,15 0,256 22,3
NC23 Glucose (10g/L) 1,05 0,226 21,6
NC282 Glucose (10g/L) 1,41 0,214 15,2
NC283 Glucose (10g/L) 1,32 0,205 17,1
NC615 Glucose (10g/L) 0,9 0,072 8,1
NC617 Glucose (10g/L) 1,03 0,106 10,3
MCS est la masse de cellules seches obtenues apres lyophilisation du culot bactérien,
Mextrait est la masse de polymere purifié.
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Dans le cas des PHA a courte chaine, la RMN haute résolution en détection proton a
été utilisée comme outil d’analyse rapide pour la caractérisation des PHA et la détermination

du ratio monomérique 3HB/3HV.

Les souches cultivées uniquement en présence de glucose comme source de carbone
produisent un PHA de structure cassante, et opaque. L’analyse RMN 'H permet de
caractériser un poly(3-hydroxybutyrate) PHB avec un doublet a 1,26 ppm attribué au
groupement méthyle (CH3) de la chaine carbonée, le signal a 5,25 ppm correspond au proton
porté par le carbone asymétrique et un signal a 2,54 ppm généré par le groupement CH> en

position 2 (Figure 38).

Poly {3-hvdroxybltyrate)
{PHBE)

CH;3

CH:

CH

Figure 38 : RMN 'H d’un extrait purifié de PHB produit par la souche NC470 cultivée en
présence de glucose.
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L’analyse des spectres RMN 'H des échantillons issus d’une culture sur un mélange glucose
plus acide valérique révele la présence de signaux permettant de caractériser la présence d’un
copolymere de poly[(3-hydroxybutyrate)-co-(3-hydroxyvalerate)] PHBV : deux signaux a
5,25 (CH 3uB) et 5,15 ppm (CH 3nv) correspondant respectivement aux protons des
groupements CH des unités 3HV et 3HB. Le triplet a 0,88 ppm est attribué au groupe méthyle
terminal de 1’'unité monomérique 3HV tandis que le doublet a 1,2 ppm correspond au CH3
terminal du monomere 3HB ; le multiplet a 2,36-2,71 ppm est attribué aux deux protons
méthyléniques (CH>) situés sur I’atome 2 des monomeres 3HB et 3HV. Enfin le signal sortant
a 1,62 ppm correspond aux protons 3HV situés le carbone 4. L’intégration des signaux permet

de quantifier les ratios de 85 mol% d’unités 3HB et de 15 mol% d’unités 3HV (Figure 39).

M

7.5 7.0 (4] .0 BS 50 L5 K] an 10 5 20 15 10 0.5 pEm

Figure 39 : Spectre RMN 'H d’un extrait de P(3HB-co-3HV) (PHBV) pour un ratio
HB/HV estimé a 85/15 et produit par la souche NC470 cultivée en présence de glucose
(10g.L'") et de valérate (3g.L1).
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Les caractéristiques thermiques de ces deux PHA a courtes chaines ont été étudiées par
Analyse Enthalpique Différentielle : le PHB présente une température de fusion Tm de 174°C,
une enthalpie de fusion (AHy) de 109J.g!, et une température de transition vitreuse Tg non
visible, ce qui caractérise un polymere cristallin. Quant au PHBV, il affiche une température
de fusion Tm 2 156°C, une enthalpie de fusion (AHp) de 36 J.g'!, et une température de

transition vitreuse Tg de -2,8°C, et caractérise ainsi un polymere semi-cristallin (Figure 40).
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Figure 40: Profii AED du PHB et PHBV 85/15 produits par la souche NC470
respectivement en présence de glucose (10 g.L'!) et dans un mélange glucose (10 g.L'!) -
valérate (3 g.L'™).
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2) Les PHA a moyennes chaines

La production de PHA mcl a été réalisée a I’aide de la souche NC 532, seule souche
identifiée comme potentiellement productrice de PHA mcl. En se basant sur des études
réalisées précédemment au laboratoire (Simon-Colin et al. 2012b) (Simon-Colin et al; 2012),
trois substrats carbonés ont été testés pour la production des PHA par la souche NC532 :
I’huile de coprah (10 g.L'!) qui est un mélange d’acides gras saturés (50% d’acide
dodécanoique, 15% d’acide tétradécanoique, 10% d’acide hexadécanoique, 8% d’acide
octanoique, 8% d’acide décanoique, 8% d’acide octadécénoique), I’acide octanoique (3 g.L)
et/ou ’acide 10-undecenoique (0,5 g.L'!). En raison de la toxicité et de la faible solubilité de
I’acide octanoique et de I’acide 10-undecenoique, les concentrations mises en ceuvre sont plus

faibles que pour I’huile de coprah.

Apres extraction et purification, le produit obtenu se présente sous la forme d’une
gomme élastomérique plus ou moins malléable selon la nature de la source de carbone
utilisée, avec un aspect légeérement visqueux pour le polymere produit a partir d’'un mélange

d’acide octanoique (3 g.L'!) plus acide 10-undecenoique (0,5 g.L1).

Les valeurs de rendements pour ces cultures sont présentées dans le Tableau 21 :

Tableau 21 : Résultats de la production de PHA mcl par la souche NC532.

Source carbone MCS (g) Mextrait (g) Rendement (% MCS)
Coprah 10g.L"! 9,52 3,7 38,8

Ac Oct 3g.L! 7,2 1,8 25

Ac 10-Und 0,5g.L" 5.4 0,43 8

Ac Oct 3g.L"" + Ac 10-Und

0,5g.L" 4,9 0,124 2,5

MCS est la masse de cellules seches obtenues apres lyophilisation du culot bactérien,

Mextrait est la masse de polymere purifié.
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L’utilisation d’huile de coprah a 10 g.L!' aboutit & un rendement de production de
38,8%, alors que les cultures sur acide octanoique (3 g.L') et/ou acide 10-undecenoique
(0,5 g.L'") aboutissent a un rendement maximal de 25%, probablement en partie expliqué par

la quantité limitée de substrat disponible.

La composition monomérique des PHA produits par la souche NC532 a été

déterminée par CPG-SM et RMN.

Les spectres de masse des esters méthyliques triméthylsylilés des 3-hydroxyacides
montrent des fragments caractéristiques a m/z 175 [(CH3)3SiO*=CHCH>CO,CH3] et m/z [M-
73] [RCH=0"Si(CH3)3] résultant du clivage en a du groupement hydroxyle triméthylsylilé
(Figure 41). Les fragments a m/z [M-15], [M-31] et [M-73] renseignent sur la longueur du
squelette carboné de chaque monomere constitutif, I’ion moléculaire [M] n’étant pas visible.
Le fragment [M-15] est utilisé pour déterminer la longueur de la chaine carbonée (ex : 259
pour 3-hydroxydecanoate (3HD), 285 pour 3-hydroxydodecenoate (3HDDe). L’existence et le
nombre de doubles liaisons sont déterminés d’aprés la valeur du fragment [M-15], qui est
réduite de 2xN amu par rapport a celle du monomere saturé (N correspondant au nombre
d’insaturations). D’autres fragments communs aux acides 3-hydroxyalcanoiques sont
également détectés : m/z 73 [(CH3)3Si"], m/z 89 [(CH3)3SiO*], m/z 131 (CsH11Si02) ¥, m/z 159
(C6H11S103)* et m/z 133 (CsH3Si02)" (Figure 41).
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Figure 41 : Spectre de fragmentation de 1’acide 3-O-triméthylsylil décanoique méthyl ester
(M= 274).

(=]

Les PHA produits par la souche NC532 sont des PHA mcl composés de 6 a 8 unités
monomériques selon la nature du(des) substrat(s) carboné(s) : 3-hydroxyhexanoate (3HHXx),
3-hydroxyhept-6-enoate (3HHp :1A6), 3-hydroxyoctanoate (3HO), 3-hydroxynon-8-enoate
(3HN :1A8), 3-hydroxydecanoate (3HD), 3-hydroxyundec-10-enoate, et dont les proportions
varient selon les conditions de culture (Tableau 22). L’analyse de ces résultats montre que la
nature du substrat influe sur la composition du PHA produit. Ainsi, les cellules cultivées en
présence d’huile de coprah accumulent un PHA composé d’égales quantités de 3HO
(31mol%) et de 3HD (30 mol%), ainsi que des proportions significatives de 3HDD (16,5
mol%), 3HTD (13 mol%), et 3HTD :1 (7 mol%). De la méme facon, le PHA produit a partir
d’acide octanoique est composé majoritairement de 3HO (92 mol%) et de faibles quantités en
3HD (5 mol%) et 3HHx (3 mol%). Enfin, le polyester obtenu a partir d’octanoate de sodium et
d’acide 10-undecenoique se caractérise par une composition dominée par le 3HO et la

présence d’insaturations portées majoritairement par les unités 3HN:1A8 et 3HUD:1A10.
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Cette structure correspond a celle du PHOU (poly(3-hydroxyoctanaote-co-3-

hydroxyundécénoate).

Tableau 22 : Compositions monomériques (mol%) déterminées par CPG-SM des PHA mcl
produits par la souche NC532.

Composition monomérique (mol%)
Source Carbone 3HH 3HN 3HUD 3HDD %
p : : : )

SHHX jpe SHO Tjpg 3HD ppgg  3HDD 1A5 C=C
Coprah IOg.L‘1 2,3 33,5 40,4 23,8 nd
Ac.Oct 3g.L! 3 92 5 nd
Ac Oct 3g.L'! +
Ac 10-Und 3 1.7 72 135 3.2 6 0.5 0.1 22,6
0,5g.L"!

Abréviations utilisées : 3HHx (3-hydroxyhexanoate), 3HHp:1A6 (3-hydroxyhept-6-enoate),
3HO (3-hydroxyoctanoate), 3HN:1A8 (3-hydroxynon-8-¢noate), 3HD (3-hydroxydecanoate),
3HUD:1A10 (3-hydroxyundec-10-&noate), 3HDD (3-hydroxydodecanoate), 3HDD:1AS (3-
hydroxydodec-5-enoate).

La position terminale de 1’insaturation au sein des unités 3-hydroxyhept-6-enoate, 3-
hydroxynon-8-enoate et 3-hydroxyundec-10-enoate a été déterminée sans ambiguité par
I’analyse des spectres de fragmentation en masse des dérivés 3-O-acétyle thiométhyl méthyl
esters (Figure 42). Les spectres de masse des dérivés 3-O-acétyle thiométhyle méthyl esters
montrent des fragments caractéristiques a m/z [M*] correspondant a 1’ion moléculaire, et a m/z
[A] et [B- HOACc] (issu du fragment [B] par perte du groupement O-Acétyl) qui sont issus de
la rupture entre les deux groupements CH-SCHj3 c’est-a-dire au niveau de la double liaison.
Ces trois fragments permettent de localiser simplement et sans ambiguité la double liaison au

sein des chaines carbonées. Le fragment a m/z 61 correspond au groupement [*SCH3].
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Figure 42 : Spectre de fragmentation d’un dérivé 3-O-acétyle thiométhyl méthyl ester de
’acide 3-hydroxynon-8-enoate (3HN:1A8).
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L’analyse des spectres RMN 'H des PHA produits par la souche NC532 confirme la
présence de monomeres a moyenne chaine, ce qui permet de déterminer la présence et le
pourcentage d’insaturations. Sur le spectre RMN 'H d’un PHA mcl saturé, sont observés les
signaux du proton du carbone 3 (CH) a 5,2 ppm, des protons du groupe méthyle terminal sous
la forme d’un triplet a 0,9 ppm et les protons situés sur le carbone 2 sous la forme d’un
multiplet a 2,47-2,60 ppm. Le signal des protons situés sur le carbone 4 se trouve a 1,6 ppm

alors que le signal des autres protons de la chaine latérale saturée se trouve a 1,3 ppm (Figure
43).

Figure 43 : Spectre RMN 1H du PHA mcl produit par la souche NC532 sur huile de coprah
(10 g.L'M.
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Sur les spectres des PHA mcl insaturés (spectre PHOU 23% NC532), la présence
d’insaturations est matérialisée par I’apparition de nouveaux signaux dans la région des
protons éthyléniques : le multiplet a 5,00 ppm est attribué aux protons h de la double liaison
terminale (H2C=) et le multiplet a 5,77 ppm au proton g de la double liaison (=CH), tandis
que le multiplet a 2,1 ppm est attribué aux protons méthyléniques fet f* (Figure 44).
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Figure 44 : Spectre RMN 'H du PHOU 23% produit par la souche N532 sur un mélange
d’acide octanoique 3 g.L”! et d’acide undecénoique 0,5 g.L.
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Le taux d’insaturation est déterminé d’aprés le rapport des intégrations du signal
proton du CH a 5,7 ppm (g) sur le signal du CH a 5,2 ppm (b, b’). Ce dernier a ainsi été
estimé 4 23% lorsque la souche NC532 est cultivée en présence de 3g.L™! d’acide octanoique

complémenté par 0,5g.L"! d’acide 10-undecenoique.

Les expériences en Analyse Enthalpique Différentielle (Figure 45) montrent le caractere semi
cristallin 2 amorphe de ces trois PHA mcl dont les points de fusion T, sont compris entre 48,6
et 52°C, I’enthalpie de fusion (AHy) entre 3 et 17,33 J.g’!, et la température de transition
vitreuse T entre - 41 et - 44°C (Tableau 23).
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Figure 45 : Profil AED du PHA mcl produit par la souche NC532 cultivé en présence
d’huile de coprah.
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Tableau 23 : Température de fusion (Tm), de transition vitreuse (Tg) et enthalpie de fusion
(AHy) des PHA mcl produits par la souche NC532.

Source Carbone Tw (°C)  AH:(J/g)) Ty (°C)
Coprah 10g.L"! 52,16 17,33 -43,76
Ac Oct 3g/L"! 48,63 3 -40,96
Ac Oct 3g.L! + 49 6 -42

Ac 10-Und 0,5g.L"!
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III. Conclusion de la partie IV

Les travaux réalisés dans cette étude ont permis de mettre au point un protocole de
criblage PCR fiable permettant la détection des bactéries productrices de PHA scl. Ce test
PCR ainsi que celui permettant la détection des bactéries productrices de PHA mcl, ont été
utilisés pour le criblage de la collection de souches bactériennes de Nouvelle-Calédonie. A
I’issue de ce criblage, 11 souches ont été sélectionnées pour la production de PHA par
fermentation bactérienne (NC532 pour la production de PHA mcl, et les souches NC14,
NCI15, NC21, NC23, NC282, NC283, NC470, NC493, NC615, NC617 pour la production de
PHA scl).

La souche NC532 a été identifiée comme appartenant au genre Pseudomonas, mais les
données obtenues n’ont pas permis de relier la souche a une espeéce connue. Le genre
Pseudomonas est connu pour la production de PHA mcl. Les travaux menés sur la souche
NC532 ont permis de produire trois PHA mcl de structures différentes, a chaines carbonées
saturées ou insaturées, selon la nature du substrat carboné fourni. En particulier, la synthese
de PHOU qui porte une double liaison en position terminale est intéressante, car elle permet
d’envisager des réactions de modifications chimiques permettant de changer et/ou améliorer
les propriétés de ces polymeres, ou encore de greffer d’autres molécules. Ces modifications

pourraient notamment ouvrir la voie vers des applications dans le domaine biomédical.

Parmi les souches productrices de PHA scl, la souche NC470 s’est démarquée avec un
rendement de production en PHB plus élevé que les autres souches pour une synthese a partir
du glucose (10 g.L). En outre, I’ajout d’acide valérique (3g.L") dans le milieu de culture se
traduit par la synthése d’un copolymere de PHBV 85%3HB/15%3HV dont [Iintérét
biotechnologique est 1ié a ses propriétés thermiques et mécaniques compatibles avec les

conditions de mise en ccuvre de ’industrie.
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[. Les polymeres marins de Nouvelle-Calédonie

L’exploration des milieux intertidaux atypiques de la Nouvelle-Calédonie a permis la
création d’une collection de micro-organismes riche de 771 isolats. L’étude présentée dans ce
manuscrit se situe dans un cadre prospectif ayant pour objectif d’évaluer le potentiel
biotechnologique d’isolats bactériens et des molécules qui en sont issues. Les recherches
menées dans le cadre de cette thése ont permis, d’une part d’identifier un grand nombre
d’isolats, et d’autre part de caractériser d’un point de vue physico-chimique les polymeres
bactériens produits (EPS et PHA), permettant d'envisager des premieres pistes de valorisation

biotechnologique.

A.Les EPS

Concernant les EPS, nous avons partiellement caractéris€é 10 polymeres. Plusieurs axes de
valorisation peuvent d’ores et déja €tre envisagés, en se basant sur la composition chimique
globale de ces EPS et leur analogie structurale par rapport a d’autres polymeres décrits dans la

littérature et/ou déja utilisés dans certaines applications.

- Les EPS produits par les souches NC275, NC336, NC470, NC490 et NC493 sont
majoritairement composés d’hexosamines et d’acides uroniques, présentant une
structure proche de celle des GAG (glycosaminoglycanes) comme les hyaluronanes
employés en cosmétique pour leurs propriétés antirides et cicatrisantes. Les
hyaluronanes sont également utilisés dans le secteur de la santé avec des applications

médicales notamment en chirurgie ophtalmique, articulaire et réparatrice.

- La souche NC615, identifiée comme appartenant au genre Rugeria, produit un EPS
composé essentiellement de N-acétyl-galactosamine et de faibles quantités d’oses
neutres tels que le glucose et le mannose. A ce jour, aucune donnée portant sur I’étude
des EPS produits par des souches appartenant au genre Rugeria n’est disponible dans la
littérature. La description de cette souche NC615 Rugeria sp. comme productrice d’EPS
constitue un des premiers résultats originaux de cette étude doctorale. L’ originalité de

cet EPS riche N-acétyl-galactosamine pourrait trouver des pistes de valorisation dans le
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secteur de la santé. Une étude portant sur I'utilisation de liposomes (vésicule lipidique
artificielle utilisée comme transporteur pour certains principes actifs) a montré que le
couplage a des polymeres N-acétyl-galactosilés permettait d’accroitre la spécificité de
ces structures pour certains sites de transport (Wu et al. 2002). Une perspective de

valorisation dans le secteur de la santé pourrait étre imaginée pour ce type de polymere.

- L’étude portant sur la capacité de rétention des cations métalliques tels que le cuivre et
le nickel, a fourni des premiers résultats tout a fait encourageants avec des capacités de
rétention estimées a 357 mg.g"' d’EPS pour le Cu 114,19 mg.g”! d’EPS pour le Nickel
par I’échantillon NC470. Bien que cette étude n’ait été réalisée que sur quatre
échantillons, les expériences semblent confirmer que la présence d’acides uroniques
dans les EPS favorise le phénomene de chélation. Ainsi les échantillons NC359 et
NC470 peuvent étre considérés comme de bons candidats pour la chélation des cations
métalliques. Dans le contexte Néo-Calédonien, I’utilisation de polymeéres captant
efficacement les métaux en solution constitue une perspective de développement
intéressante au niveau local, avec pour cible privilégiée, le secteur minier. Des
discussions sont en cours avec des industriels pour développer un projet de recherche

portant sur la bioremédiation des métaux.

- Quant aux EPS NC282 et NC393, majoritairement composés d’oses neutres, leur
production pourrait intéresser le secteur de I’agroalimentaire en tant qu’agent de texture
ou encore comme agent cryoprotecteur permettant une meilleure conservation des
produits. Dans cette perspective, des études seraient a mener sur les propriétés

rhéologiques de ces deux biopolymeres.
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B. Les PHA

L’étude sur les PHA a débuté par la mise en place de deux méthodes de criblage par
PCR. La premicre permettant la détection des bactéries capables de produire des PHA scl et la
seconde spécifique des PHA mcl. Ces méthodes sont basées sur la reconnaissance et
I’amplification d’un geéne spécifique codant pour la synthese d’une enzyme clé: la PHA
synthase (Lee 1996; Sheu et al. 2000; Solaiman et al. 2000; Chen 2010). Cette enzyme
n’intervenant qu’en fin de voie de biosynthese des PHA, elle n’est encodée que par un geéne
ce qui la rend aisément détectable par biologie moléculaire. Le développement de ces tests
PCR constitue une avancée majeure dans la recherche de bactéries productrices de PHA, car il
permet de se soustraire au test de criblage phénotypique, long, fastidieux et peu fiable. Méme
si ce test par PCR présente quelques limites liées au fait que certaines souches possedent le
gene sans I’exprimer, le criblage par biologie moléculaire reste, a ce jour, la méthode la plus
simple et la plus fiable. Le test de criblage développé au cours de travail de theése pour cibler
les souches potentiellement productrices de PHA a montré son efficacité sur plusieurs genres
bactériens (Vibrio, Salinivibrio, Photobacterium, Pseudoalteromonas, Marinomonas et
Ruegeria) et a permis de mettre en évidence, au sein de la collection de bactéries marines de
Nouvelle-Calédonie, un nombre conséquent de souches bactériennes potentiellement

productrices de PHA.

Les expériences de fermentation en milieu liquide ont été réalisées sur quelques souches
sélectionnées a I’issue du criblage par PCR. Plusieurs PHA appartenant a la catégorie de PHA
a courte et a moyenne chaines, ont ainsi été produits, en agissant sur la nature de la source de

carbone et/ou le microorganisme producteur.

Parmi les souches productrices de PHA scl, la souche NC470 s’est révélée étre la plus
intéressante, avec un rendement de production atteignant 1,2g PHB.L™' lorsque le substrat
carboné est du glucose a 10g/L. En outre, I’ajout d’acide valérique (3g.L™") dans le milieu de
culture aboutit & la synthése d’un copolymere de PHBV 85%3HB/15%3HV dont I’intérét
biotechnologique est li€ a ses propriétés thermiques et mécaniques compatibles avec les

conditions de mise en ceuvre de I’industrie (Avella et al. 2000). En sus de ces propriétés

physiques, le caractere biodégradable et biocompatible de ces polyesters ouvrent des
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perspective intéressantes dans le secteur de la santé pour des applications médicales (Kose et

al. 2003; Sevastianov et al. 2003; Kdose et al. 2005) et pharmaceutiques (Sendil et al. 1999).

En ce qui concerne les bactéries productrices de PHA mcl, seule une souche, notée NC532 a
¢été identifiée a I’issue du criblage PCR. L’étude phylogénétique partielle (analyse de la sous
unité ribosomique 16S), menée sur cette souche a permis de la classer dans le genre

Pseudonomas et n’a pas permis, a ce jour, de relier cette souche a une espéce connue.

A partir de la souche NC532, nous avons pu produire un PHA mcl a partir d’huile coprah
comme unique source de carbone. Cet élastomere présente une composition proche de celle
du PHA produit par la souche Pseudomonas guezennei biovar tikehau issue des prospections
en Polynésie Francaise (Simon-Colin et al. 2008b) : une composition dominée par les
monomeres saturés de 3-hydroxyoctanoate (3HO), 3-hydroxydecanoate (3HD) et 3-
hydroxydodecanoate (3HDD). L’utilisation d’acide octanoique en mélange avec de I’acide-
10-undecenoique a abouti a la production d’'un PHOU, PHA mcl composé majoritairement de
3-hydroxoctanoate 3HO et la présence d’insaturations en position terminale portées
majoritairement par les unités 3-hydroxy-8-nonenoate (3HN:1A8) et 3-hydroxy-10-
undecenoate (3HUD:1A10). La présence d‘insaturations le long des chaines carbonées des
PHA, en particulier en position terminale, est trés intéressante car elle permet d’envisager des
réactions de modifications chimiques sur ce polymere. Ces modifications chimiques peuvent
étre réalisées pour différentes raisons, modifier/améliorer les propriétés du polymere natif, le
greffer a d’autres molécules...mais intéressent plus particulierement le domaine biomédical et
notamment la libération contrdlée de médicaments (Renard et al. 2003; Renard et al. 2005;
Lemechko et al. 2012b). Récemment, des copolymeres amphiphiles associant PHA et EPS ont
ainsi été élaborés avec une perspective d’utilisation dans le secteur biomédical (Lemechko et

al. 2012a).
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II. Autres perspectives de valorisation: le cas des

antibiotiques

Au cours de ces dernieres années, plusieurs centaines de molécules antimicrobiennes
issues du milieu marin ont été identifiées (Williams 2009). Les bactéries marines sont par
ailleurs considérées comme ayant un fort potentiel en matiere de syntheése de molécules
antibiotiques (Berdy 2005; Wilson et al. 2011). D’autre part, il est admis que les
environnements extrémes se retrouvent souvent associés a des bactéries productrices de
métabolites intéressants, synthétisés en réponse aux conditions environnementales hostiles.
Parmi ces métabolites, les molécules antibiotiques (de Carvalho and Fernandes 2010)
présentent un intérét majeur comme une nouvelle source d’agents antimicrobiens pour lutter

contre les phénomenes croissants de résistances bactériennes (Moellering Jr 2011).

Le but de cette étude était de mettre en évidence l'activité antimicrobienne de certaines
souches issues de la premiere campagne de prospection des milieux atypiques de la Nouvelle-
Calédonie (493 isolats). Les souches ont été testées au moyen d'un criblage visant a mettre en
évidence une activité antibactérienne sur des souches pathogéniques de référence
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Enterococcus
faecalis). Sur les 493 isolats testés, 63 (12,8% de la collection) ont montré une activité
antibiotique et 10 de ces 63 isolats ont ensuite été retenus pour des études plus approfondies.
Les 10 souches présentant la plus forte activité inhibitrice ont été mises en culture. Le
surnageant et les culots bactériens issus de ces cultures ont été fractionnés (ASE et Flash-
chromatographie) puis retestés afin de vérifier le maintien de l'activité antibiotique.
Finalement, 4 isolats (NC210, NC272, NC282 et NC412) ont montré une efficacité contre des

souches multi résistantes.

Ce travail est décrit dans I’article suivant : Isolation and partial characterization of bacteria
(Pseudoalteromonas sp.) with potential antibacterial activity from a marine costal

environment from New Caledonia, publié dans Letters in Applied Microbiology.
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Les possibilités de valorisation des bactéries de Nouvelle-Calédonie ne se limitent
donc pas a la seule thématique des biopolymeres, et d’autres études autour des antibiotiques

ou encore des pigments, acides organiques méritent d’étre = menés.
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Les études menées tout au long de cette these confirment les observations faites sur
d’autres écosystemes atypiques quant a la détermination de bactéries capables de produire des
polymeéres d’intérét industriel. Au regard des résultats obtenus, les biotopes intertidaux de
Nouvelle-Calédonie se présentent comme une formidable source de micro-organismes
d’intérét biotechnologique. Le développement croissant des méthodes de production associé a
I’innovation technologique et aux découvertes de ces dernieres années, assurent un avenir
prometteur aux filieres de valorisation marine et ceci dans un respect de I'intégrité¢ des
écosystemes. Dans ce cadre-1a, on ne parle plus de la mer comme un milieu d'exploitation,
mais comme une source d’inspiration et d’innovations qui permettra d’allier la préservation
de I’environnement au développement industriel. La mise en place de collections de micro-
organismes constitue une source et un support pour la recherche, mais également un élan au
développement économique. Les prospections menées jusqu’a présent ne donnent qu’un bref
apercu de la richesse des biotopes marins de Nouvelle-Calédonie, et de nombreux milieux
restent encore a explorer. La Nouvelle-Calédonie se présente donc comme un formidable
gisement de micro-organismes d’intérét biotechnologique et il ne fait aucun doute que ce
secteur participera au développement culturel et économique du territoire. Les
biotechnologies s’inscrivent dans un principe de développement durable, qui passe par I’étude
et la préservation du milieu marin. Mais de nombreuses études restent a réaliser afin de
pérenniser cette filiere tout en gardant a I’esprit que les recherches d’aujourd’hui constitueront

les richesses de demain.
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