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ABC : ATP Binding Cassette
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
AGU : Anhydroglucose
AL : Acide lactique
Ara : Arabinose
ARN : Acide RiboNucléique
ATP : Adénosine TriPhosphate
-B, C-
BET : Bromure d’éthidium
CMP NeuAc : Cytidine-5’-MonoPhospho-
N-Acétylneuraminic acid
COLOC : COrrélation via LOng range
Coupling
COSY : COrrelation SpectroccopY
CP : Caséine Peptone
CPG : Chromatographie en Phase Gaseuse
CPS : Capsular Polysaccharide
-D-
D.O. : Densité Optique
DG : Diglycéride
DLN : Domaine qui lie les nucléotides
DMSO : Diméthyl sulfoxide
DOSY : Diffusion Ordered SpectroscopY
DTM : Domaine transmembranaire
-E-
EDTA : Ethylene Diamine Tétra-Acétique
acid
EGTA : Ethylene glycol-bis(3-aminoethyl
ether)-N,N,N’,N’- acide tetraacetic acid
EPS : Exopolysaccharide
-F-
FID : Détecteur a ionisation de flamme
FTICR-MS : Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance Mass
Spectrometry
FTIR : Spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier
-G, H-, I-
Gal : Galactose
GHs : Glycosyl hydrolase
Glu : Gucose
GTP : Guanosine TriPhosphate
GTs : Glycosyl transférase
HETCOR : Heteronuclear correlation
HMBC -: Heteronuclear Multiple-Bond
Correlation

HMQC : Heteronuclear Multi Quantum
Coherence
HSQC : Heteronuclear single-quantum
correlation spectroscopy
HPLC : Chromatographie en phase
liquide a haute performance
INADEQUATE : Incredible Natural-
Abundance Double-QUAntum Transfer
Experiment
-M, N-
Man : Mannose
MG : MonoGlycéride
MS : Spectrométrie de masse
NDP-oses : Nucléoside-DiPhosphate fixé
aux monosaccharides
NOESY : Nuclear Overhauser Effect
spectroscopy
NTP : Nucléotide TriPhosphate
-P-
PCR : Réaction en chaine par polymérase
PM : Poids moléculaire
pO:2:Pression partielle en oxygene
PS : Polysaccharide
-R-
Rib : Ribose
Rha : Rhamnose
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
ROESY : Rotating frame nuclear Overhauser
effect spectroscopy
RT-PCR: Reverse Transcriptase PCR
-T-
TCA : TriChloroacetic acid
TFA : TriFluoroacetic Acid
TG : Triglycéride
TOCSY : Total Correlation SpectroscopY
TSB : Tryptic Soy Broth
-U-
UA : Uronic acid
UDP : Uracil diphosphate
UDP-ose : Uracil diphosphate fixé au
monosaccharide
UndPP : UndécaPrényl Phosphate
UTP : Uracil TriPhosphate
-X, Y-
Xyl : Xylose
YE : Yeast extract (extrait de levure)
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INTRODUCTION GENERALE

Le marché mondial des hydrocolloides est dominé par les polysaccharides provenant
des plantes et des algues, comme |'amidon, le galactomannane, la pectine, le
carraghénane et l'alginate (Freitas et al, 2011). Le fait que ces polysaccharides
nécessitent souvent une modification chimique ou enzymatique pour améliorer leurs
propriétés rhéologiques, n’empéche pas qu’ils soient les plus produits a 1'échelle
mondiale (Patel et Prajapati, 2013). Ainsi les exopolysaccharides (EPS) d'origine
microbienne sont toujours en compétition dans leurs applications avec d'autres
polymeres d'origine naturelle ou synthétique. Les EPS bactériens doivent posséder des
propriétés avantageuses par rapport aux autres polysaccharides pour étre afin
commercialisés. Par exemple le colit de production est économiquement acceptable si
les EPS bactériens sont utilisés comme molécules de haute qualité et a haute valeur
ajoutée et, c'est le cas en cosmétologie ou en pharmacie. Ainsi historiquement
I'entreprise A.R.D. (Agro-industrie Recherche et Développement), qui finance ce projet
de these via une convention CIFRE, et le laboratoire partenaire LEMiRE (UMR 7265
CNRS-CEA-Aix-Marseille Univ.) ont réalisé la commercialisation de deux EPS bactériens
avec une haute valeur cosmétologique. Le premier EPS, synthétisé par la souche
Rhizobium alamii YAS34 et appelé commercialement « Soligel », est utilisé a la fois en
cosmétologie et comme base de milieu nutritif en microbiologie. Le deuxiéme EPS,
produit par Burkholderia caribensis MWAP71, commercialisé sous le nom de « Hydreis »
(Crapart et al.,, 2012) permet la réparation de la barriére cutanée ainsi que I’hydratation
de la peau. La recherche de nouveaux polysaccharides bactériens revét un intérét
industriel important pour des applications en cosmétologie mais également dans
I'agroalimentaire et l'agronomie. La tres grande diversité des bactéries du sol
s'accompagne d'une treés grande diversité d’exopolymeres bactériens (Hebbar et al,
1992) ayant des propriétés originales pour des applications industrielles (Brésin et al,
2008).

Notre attention a été attirée par la souche bactérienne Ramlibacter tataouinensis
TTB310 (Rta) et sa capacité a s'enkyster en produisant un EPS. Cette souche a été isolée
a partir du sable enrobant un fragment d'une météorite, 63 ans apres sa chute pres de la
ville de Tataouine en Tunisie. Des observations en microscopie électronique a balayage
de nombreux fragments de météorite érodés, ont révélé la présence de cristaux
secondaires de calcite provenant de I'érosion terrestre témoignant la présence possible
de formes bactériennes de petite taille (@ 0,06 um). En comparaison, aucune altération
n’était visible sur les échantillons témoins de fragments de météorite (conservés au
Muséum) (Barrat et al, 1998). Afin de rechercher une bactérie responsable de cette
altération, la souche bactérienne pléiomorphe (TTB310), présente sur ces fragments de
meétéorite enrobés de sable, sous la forme "batonnet" ayant un diametre compris entre
0,1 et 0,2 um, a été isolée (Gillet et al., 2000). Cette souche est la souche-type d'une
nouvelle espéce, Ramlibacter tataouinensis, elle-méme espece-type d’'un nouveau genre
bactérien, Ramlibacter (Heulin et al., 2003). Le génome de la souche TTB310 a été
séquencé et exploré par une annotation experte (De Luca et al., 2011)

C’est une bactérie a croissance lente (temps de génération d'environ 3 h en milieu
TSB/10) qui est capable de résister a la dessiccation. En effet elle existe sous deux
formes : kystes et batonnets sont capables de se diviser indépendamment. Les kystes
représentent la forme qui tolere la dessiccation grace a la production d'un EPS
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(Benzerara et al., 2004 ; Gommeaux et al., 2005; De Luca et al, 2011) alors que les
batonnets qui n’en produisent pas sont trés sensibles a la dessiccation.. L’hypothese
sous-jacente a ce travail de these est que cet EPS pourrait avoir une composition et une
structure originale et donc des propriétés particulierement intéressantes pour la
rétention d’eau chez les kystes, leur évitant la perte d’eau pendant les phases de
dessiccation. Nous avons par ailleurs démontré que cette bactérie ne dispose pas de
systeme de réparation de dommages massifs a I'’ADN, contrairement a des bactéries
appartenant au genre Deinococcus (Heulin, communication personnelle).

Les travaux de recherche se sont déroulés en trois étapes : la premiere représente un
verrou majeur car elle vise a optimiser les conditions de culture pour une meilleure
production de I'EPS ainsi que son extraction; la deuxiéme étape concerne la
caractérisation biochimique de I'EPS et enfin la troisieme et derniere étape vise a
trouver les déterminants génétiques responsables de la synthese de I'EPS.

Les travaux d’optimisation la production de biomasse et d’EPS ont été réalisés a
I’échelle du tube a essai ou de I'erlenmeyer au sein de laboratoire LEMiIRE et a 'échelle
préindustrielle au sein de 'entreprise ARD. Les impacts de la pression osmotique, du pH,
de l'oxygénation, de la concentration en éléments nutritifs sur la production de
biomasse et d’EPS ont été étudiés afin d’obtenir une culture dense et enrichie en
agrégats de kystes. Tous les protocoles d’extraction d’EPS de Rta et les étapes de
purification proposés ont été développés au sein de laboratoire LEMIRE. La
caractérisation partielle d’EPS a été réalisée en partenariat ou en sous-traitance avec
plusieurs laboratoires. Les analyses élémentaires ont été réalisées par le Service
"Instrumentation” a I'Institut des Sciences Analytiques (ISA-CNRS) et en collaboration
avec la plateforme Bioénergie de la Cité des énergies (DRT, CEA Cadarache). Les
analyses en CPG ont été faites au CERMAV (CNRS, Grenoble) et sur la plateforme BIBS
de I'unité BIA (INRA, Nantes). Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées
par le Dr. Mourad HARIR (Research Unit Analytical BioGeoChemistry, Department of
Environmental Sciences, Helmholtz Zentrum Miinchen, Neuherberg, Allemagne) et
interprétées avec l'aide de Catherine SANTAELLA. Les spectres IR ont été produits par Dr.
Catherine Berthomieu (LIPM, CEA Cadarache). Les études sur la solubilisation de I'EPS
de Rta ont été effectuées grace aux conseils de Catherine GARNIER dans le laboratoire BIA
(INRA, Nantes). Enfin les travaux sur les déterminants génétiques responsables de la
synthese d’EPS ont été effectués au sein de laboratoire LEMIRE avec l'aide de Sylvain
FOCHESATO.

L’ensemble des travaux réalisés constitue la premiere optimisation décrite du milieu
de culture de Rta, la premiere caractérisation de la structure d’EPS de Rta, ainsi que la
premiere identification du cluster de genes responsables pour la synthese de cet EPS.
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1. Généralités sur les polysaccharides bactériens

Comme tous les organismes vivants, les bactéries produisent des polysaccharides
(PS) essentiels a leur croissance et leur reproduction. Ces polysaccharides peuvent étre
divisés en trois catégories principales: (i) les PS intracellulaires dont la fonction
majeure est le stockage du carbone et de I'énergie dans la cellule ; (ii) les PS structurels
donnent la structure physique de la paroi bactérienne ; et (iii) les PS extracellulaires qui
sont secrétés ou synthétisés a 'extérieur de la cellule. Ce trait phénotypique consistant a
produire des exopolymeres et plus particulierement des exopolysaccharides (EPS) est
polyphylétique puisqu'il se retrouve dans la plupart des phylums bactériens et qu'il est
associé a la capacité des bactéries a s'adapter a des conditions environnementales tres
diversifiées (Nwodo et al.,, 2012 ; Kumar et al., 2007). Dans la suite de cette introduction
générale et de la présentation des résultats, nous restreindrons notre propos aux
exopolysaccharides bactériens, tout en sachant que ces EPS peuvent étre associés a des
protéines, des lipides et des acides nucléiques (Flemming et Wingender, 2001).

1.1. Diversité des polysaccharides extracellulaires bactériens

Les polysaccharides extracellulaires bactériens sont produits généralement sous deux
formes et leur distinction se fait selon le degré d’association avec la surface cellulaire de
la bactérie productrice. La premiere forme est fortement fixée de facon covalente soit
aux phospholipides, soit aux molécules de lipide-A et constitue une capsule (CPS,
Capsular PolySaccharide) (Whitfield et Valvano, 1993). La deuxiéme forme représente
une structure moins fixée a la surface bactérienne nommeée exopolysaccharide (EPS,
ExoPolySaccharide). La plupart des bactéries montrent une préférence dans la
production de I'un ou de I'autre type de polysaccharides extracellulaires (Vanhooren et
Vandamme, 1998). Certaines bactéries appartenant aux genres Rhizobium,
Agrobacterium et Alcaligenes peuvent produire plusieurs EPS de nature biochimique
différente (Sutherland, 1985).

Cependant le critére de la différentiation entre CPS et EPS (liaison du polymere sur la
surface bactérienne), doit étre utilisé avec précaution. En effet les CPS peuvent
également étre libérés dans le milieu de culture en relation avec la stabilité de la liaison
phosphodiester entre le polymere et la base phospholipidique (Goncalves et al, 2014 ;
Garcia-Ochoa et al., 2000). De plus, si la bactérie produit de grandes quantités de CPS, le
polymere peut donner l'impression d'étre détaché (Whitfield, 1988). De la méme facon,
certains EPS peuvent étre confondus avec des CPS en restant étroitement associées avec
la surface cellulaire (Troy et al, 1971). La distinction est encore plus difficile dans
certains cas, avec la description de phénomenes de mutation se traduisant par une
transition de CPS en EPS détaché (Whitfield, 1988). Une définition intéressante et plus
détaillée a été donnée par Costerton et al (1981) qui distinguent quatre types de
capsules : (i) rigides qui excluent des particules comme I'India ink; (ii) flexibles car
suffisamment déformables et qui n’excluent pas des particules de marquage; (iii)
intégrales, étroitement attachées a la surface cellulaire; et (iv) périphériques qui
peuvent étre associées a la cellule ou excrétées dans le milieu. Le débat sur cette
classification est encore actuel et, selon les auteurs, les EPS peuvent étre définis comme
correspondant au type (ii) s’ils sont concentrés sur la surface cellulaire et au type (iv)
s’ils sont détachés.
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Fonctions des EPS bactériens

Les bactéries produisant des EPS sont retrouvées dans de nombreuses niches
écologiques. Les EPS influencent la maniére dont les bactéries interagissent avec le
milieu extérieur, qu’il soit liquide ou solide. Ces EPS ont de nombreux réles
physiologiques dépendants de I’environnement naturel spécifique de l'organisme. Il a
été suggéré que la capacité a produire des EPS était une réponse adaptative a la pression
de sélection exercée par le milieu naturel. La plupart de ces fonctions interviennent dans
la protection des bactéries vis-a-vis du milieu extérieur (Dudman, 1977). Quelques
fonctions des EPS sont décrites dans le Tableau 1 :

Tableau 1 : Fonctions biologiques des EPS bactériens

permettant la survie en situation de dessiccation

Processus Pertinence fonctionnelle Ref.
EPS intervenant dans les premiéres étapes de la colonisation .
, . , . . . , (Geesey et White,
Adhésion d’une surface (abiotique ou biotique) et dans I'attachement sur 1990)
long terme sous forme de biofilms
Agrégation EPS permettant un pontage entre les cellules, de cette fagon (Anwar et al,
cellulaire des immobilisant temporairement une population bactérienne, 1985 ; Garnett et
bactéries reconnaissance cellule-cellule Matthews, 2012)
EPS : molécules hydrophiles ayant une grande capacité en
Rétention rétention d'eau. Ainsi ils maintiennent un microenvironnement
' . s . (Low et al, 1998)
d'eau hydraté autour de la cellule, I'agrégat des cellules ou le biofilm

EPS neutres et chargés formant un réseau hydraté du polymeére (la
matrice du biofilm), donnant une stabilité mécanique des biofilms

Cohésion des ) . . (Allison et al.,
biofilms (souvept en con]opctlon avec dgs .catlons polyvalen-ts),.et 1998)
déterminant l'architecture du biofilm et la communication
cellulaire
Source EPS peuvent servir de source de carbone, N et P pour les bactéries (Nwodo et al,
nutritive (ex. dextrane) 2012)
(Dudman, 1977 ;
EPS permettant une protection vis-a-vis de la prédation,
Barriere protégeant certaines enzymes (e.g. nitrogénase, hydrogénase..) | Jannetjann, 1983;
protectrice sensibles a 'Oz, et conférant une résistance aux défenses Costerton et al,
spécifiques et non-spécifiques de I'héte lors d'une infection 1987; Gilbert et
Foley, 1997)
Impliquation Les lectines a la surface des racines de plantes peuvent étre
dans des importantes dans 1'établissement des associations symbiotiques (Sherwood et al,
relations en se liant aux EPS de Rhizobium et ainsi participer aux interations 1984)
symbiotiques légumineuses-Rhizobium
Sorptiondes | Les EPS chargés et hydrophobes ont une fonction d'accumulation | (wolfaardt et al.,
composés de nutriments faisant partie de la stratégie générale pour survivre 1998;
organiques et | en conditions oligotrophes. Ils favorisent les échanges ioniques
ions contribuant a la détoxication environnementale; importance pour Decho, 2000;
inorganiques la corrosion des surfaces métalliques Dudman, 1977)

Liaison des
enzymes

Rétention, stabilisation et accumulation des enzymes a la surface
des bactéries

(Stephnaya et al.,
2001)
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Export des Les lipopolysaccharides (les lipides isoprénoides portant un
. . . ., . (Nwodo et al.,
composants glycosyl) sont des lipo-glyco conjugants, impliqués dans la sortie 2012)
cellulaires des matériaux cellulaires résultant de cycle métabolique
Stockage Les EPS peuvent stocker un exceés de carbone lors la croissance en (Philippis et al.,
d'énergie conditions de ratios C/N trop élevés 1996)
La quantité de I'EPS produit peut augmenter avec la diminution de (Nichols et al.,
Cryo- la température. Ce phénomene est un caractere d'adaptation 2005b;
protection important pour les bactéries vivant dans les environnements tres
froids Junge et al., 2004)
i Nichols et al.,
Protectac.)n,de Les EPS servent comme barriere de diffusion entre la paroi ( 2005b
la salinitée . . . )
élevée cellulaire et les environnements hypersalins

1.3. Applications industrielles

Les EPS représentent un grand intérét industriel qui est lié a leurs propriétés
structurelles et fonctionnelles tres diversifiées. Une fonction importante est la capacité
des EPS a modifier le milieu aqueux par épaississement, émulsification, chélation,
stabilisation, suspension, formation de gels, mais aussi a encapsuler ou floculer des
particules dispersées. Les EPS sont utilisés pour stabiliser les émulsions et les
suspensions et ainsi donner la structure physique requise pour 'emballage de produits
et leur distribution. Ils trouvent une large utilisation dans le domaine agro-alimentaire
pour leurs qualités épaississantes et gélifiantes qui peuvent améliorer ou standardiser
certains produits alimentaires. Les EPS sont souvent utilisés pour éliminer les défauts
indésirables liés a la perte d’eau (synérese) de certains aliments transformeés, et comme
agents "gonflants" dans la formulation de produits a faible teneur en calories. Les EPS
trouvent aussi des applications dans les traitements d’eau, les céramiques, les vernis, les
explosifs, les peintures, la récupération des hydrocarbures, le traitement dans I'industrie
miniére et minérale, les adhésifs, les détergents, la pharmaceutique, la cosmétologie,
ainsi que comme matrice pour la séparation moléculaire ou comme additif dans les
milieux de culture (Lapasin et Pricl, 1999).

Le plus grand inconvénient des EPS bactériens est leur colit de production élevé di a
l'utilisation de substrats et de processus d’extraction et de purification coliteux. Pour
diminuer les colits de production les substrats traditionnels pour les milieux de culture
(glucose, fructose, saccharose, etc.) peuvent étre remplacés par des sources de carbone a
faible colit comme les résidus ou les effluents de I'industrie agro-alimentaire (Kumar et
al., 2007). Certains EPS bactériens, malgré leur coiit de production, sont commercialisés
en raison de leurs propriétés originales. Par exemple les EPS bactériens peuvent avoir
un intérét pour la santé du consommateur. C'est le cas du dextrane produit par
Leuconostoc spp. et utilisé pour réduire la viscosité du sang comme agent
antithrombotique (Lapasin et Pricl, 1999). Une autre stratégie pour procurer a un EPS
une valeur ajoutée supplémentaire consiste a modifier sa structure par voie chimique.
Ainsi, le produit peut trouver une nouvelle niche d'application : cas de Sephadex®
utilisé en chromatographie de filtration sur gel et qui est un dérivé du dextrane. Pour
valoriser les EPS bactériens, il est également important de mettre en avant leurs
nombreux avantages. Les EPS peuvent étre biocompatibles, biodégradables, bioadhésifs
et non-toxiques. Ces polymeres biosynthétisés sont homogeénes et purifiables. Par
exemple, dans le cas de la cellulose bactérienne, produite par Acetobacter xylinum, ces
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caractéristiques lui permettent de remplacer avec succes la cellulose végétale pour
certaines applications (membranes acoustiques de grande fermeté). Un autre atout des
EPS est qu'ils proviennent de bactéries qui occupent plusieurs niches écologiques et
ainsi possedent une grande diversité structurelle et fonctionnelle, ayant potentiellement
une large gamme d'applications industrielles. Enfin les monosaccharides les plus
répandus dans les EPS sont le glucose et le galactose, sachant que de nombreux EPS
peuvent contenir des monosaccharides plus rares comme le fucose (Vanhooren et
Vandamme, 1999).

Finalement peu d’EPS bactriens sont exploités commercialement et produits a grande
échelle. Les plus utilisés sont les suivants : xanthane, gellane, curdlane et succinoglycane
(Freitas et al., 2011). Le xanthane est le plus produit industriellement en raison de son
taux élevé de transformation du substrat en EPS (40-60 %). Les autres EPS bactériens
utilisés industriellement sont : l'alginate, la cellulose, le dextran, le lévane et le
hyaluronane. La composition, les propriétés, les applications ainsi que les bactéries
productrices des EPS les plus connues sont décrits dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Les EPS bactériens produits industriellement : monomeres constituants, charge, propriétés, applications et bactéries productrices. (Patel

et Prajapati, 2013 ; Freitas et al.,, 2011

adhésive, capacité a former
des films

applications en médecine.

syringae, Zymomonas
sp.

EPS Monomeéres | Charge Propriétés Applications Bactérie productrice Ref.
En médecine comme une peau artificielle et temporaire afin de
Haut taux de cristallinité, guérir les brilures ou les plaies chirurgicales. Dans la nutrition
insoluble dans la plupart | comme fibre non digestible naturelle qui peut étre imprégné avec | Acetobacter xylinum, | (Rossetal,
Cellulose . \ . A : . . .
des solvants, résistance a la des acides aminés, des vitamines et des minéraux. Dans la Agrobacterium 1991)
traction, mouillabilité technologie de séparation, comme une membrane acoustique
3-D-glucose | Neutre dans I'équipement audio-visuel.
Capacité gélifiante, . S e . . .
. . Comme agent gélifiant, matrices immobilisées. Avec zidovudin Agrobacterium, . .
insoluble dans I'eau, >, . . 1 L (Cui et Qiu,
" Curdlane . . (AZT) : activité antirétrovirale prometteuse (médicament contre Rhizobium,
) comestible et non-toxique, 2012)
s R . VIH) Pseudomonas sp.
= activité biologique
%
] Dans les produits de confiserie pour améliorer la rétention de
2 I'eau, la viscosité et I'inhibition de la cristallisation des Leuconostoc (Petel et
2 Non-ionique, stable, monosaccharides. En médecine vétérinaire et humaine : comme mesenteroides, Prajapati,
g Dextrane | a-D-glucose | Neutre comportement d'un fluide agent améliorant le flux sanguin et comme agent diminuant le Leuconostoc 2013;
S newtonien cholestérol. Dans les technologies de séparation de systémes avec dextranicum, Freitas et al,
deux phases aqueuses. Comme des micro-transporteurs dans des | Streptococcus mutans 2011)
cultures cellulaire/tissulaires.
faible viscosité, solubilité .
. . Bacillus sp.,
important dans I'eau, . .
o . o Dans les produits de confiserie, dans les glaces comme agent Pseudomonas
activité biologique, activité . o . . ) .
. 3-D- . : viscosifiant et stabilisant. Dans les produits pour la soin des fluorescens, Rahnella | (Srikanth et
Lévane Neutre anti-tumeur, anti- . . . o
fructose . . cheveux. Pour la production des nanocomposites. Plusieurs aquatilis,Pseudomonas | al., 2015)
inflammatoire, force
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d'eau

industrie cosmétique (lotions, agent hydratant)

5 " I Bactéri
EPS Monomeéres Charge Propriétés Applications acterie Ref.
productrice
Matrice d'immobilisation pour des cellules viables et
. : Hydrocolloide, capacité | des enzymes, revétement des racines de plantules et de
. acide mannuronique et .. . . ~ . . . Pseudomonas, | (Hay etal,
Alginate : Anionique | gélifiante, formation des plantes pour empécher la dessiccation, matrice de
galuronique . : . . L. Azotobacter 2013)
films micro-encapsulation pour les engrais, pesticides et
aliments. Tissus hypoallergiques cicatrisant les plaies
D-galactosamine, acide D-
galactosaminouronique, Amphipati iy
. L tique, t PPN . — Dams-
di-deoxy-di-amino _— mp' ‘patique, capactte Récupération de pétrole brut. Les autres applications Acetobacter (Dams
Emulsane o Anionique d'agir comme un . : N o1 . Kozlowska
hexose, des ramifications , o, . . sont identiques a celles de I'alginate calcoaceticus
. < émulsifiant biologique etal,2008)
d'acides gras lié avec O-
acyl ou N-acyl
D-glucose et D-galactose, Sinorhizobium,
ratio 7:1 avec radica Solution aqueuse et g - . . Agrobacterium,
® . . v ux L . ! queuse ¢ Agent gélifiant. Les autres applications sont identiques g cteriu (Hebbar et
& | Succinoglycane acétate, pyruvate ou Anionique | visqueuse, rhéo-fludifiant, R Azospirillum,
= . . ez . a celles du curdlan. . al,, 1992)
= succinate conférant des stabilité aux acides Alcaligenes
@ propriétés anioniques faecalis
3
S,
o . . o Agent viscosifiant, stabilisant, émulsifiant, de
a. Hydrocolloide, viscosité . . . . .
o s e suspension dans l'industrie agro-alimentaire. Pour les
= élevée a faible taux de - o e (Petel Petel
2 cisaillement méme 3 faible aliments comme agent épaississant et stabilisant, et Prajapati
= D-glucose, D-mannose et - . souvent utilisé en combinaison avec la gomme de guar, | Xanthomonas ) ’
Xanthane . . Anionique | concentration ; stable dans . e . o . ) 2013;
acide D-glucuronique dans la récupération secondaire et tertiaire du pétrole campestris .
une large gamme de : . L Freitas et
p brut, dans la formulation des peintures, pesticides et
température, pH, , - v . al,2011)
. détergents; en cosmétique ; les encres d'impression
concentration en sel R . PRI PP
(pour contréler la viscosité, dépot et gélification)
) Hyd lloide, stable d . . .
glucose, rhamnose, acide yarocororce, stable cans Agent stabilisant et de suspension dans les aliments. . .
. ; - large gamme de pH, A i o (Giavasis et
Gellane glucoronique, acétate, | Anionique -GN Agent gélifiant pour solidifier le milieu de culture, en | Pseudomonas
. capacité gélifiante, gels - ‘s . . ) al,, 2000)
glycérate . . particulier pour 1'étude des micro-organismes marins
thermoréversibles
Adopte une conformation | Substituant du fluide d'ceil dans la chirurgie oculaire,
Acide acide glucoronique, N- L semi-rigide en solution, dans le liquide des larmes artificielles, réplique du (Chong et
. . . Anionique . . Lo . . . . Streptococcus
hyaluronique acétyl glucosamine remarquable rétention liquide synovial, dans la cicatrisation des plaies, al, 2005)
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2. Biosynthese et localisation des EPS bactériens

Selon Whitfield (1988), les processus de biosynthése des EPS sont divisés en deux
catégories, basés généralement sur leurs voies de biosynthese et d'assemblage. Ainsi
nous distinguons la biosynthese extracellulaire et la biosynthése intracellulaire.

2.1. Biosynthese extracellulaire

Les EPS synthétisés extracellulairement sont en général de deux types : les a-
glucanes et les fructanes. Les enzymes impliquées dans ce processus sont
respectivement les glucane-sucrases et les fructane-sucrases. La synthese extracellulaire
des a-glucanes est caractéristique des bactéries lactiques tandis que celle des fructanes
est commune aux protéobactéries et aux firmicutes.

Les glucane-sucrases synthétisent uniquement des polymeres de type a-glucanes et
catalysent la réaction suivante :

glucan—sucrase
n saccharose ——  (a — glucan),, + n fructose

Ces enzymes catalysent donc le clivage de la liaison glycosidique de son substrat, le
saccharose, et fixe le glucose issu du clivage a un glucane en croissance
(transglucosylation). L’énergie libérée par le clivage de la liaison glycosidique dans le
saccharose est utilisée dans la synthese de la nouvelle liaison glycosidique. Ainsi
peuvent étre synthétisés divers polymeres qui différent dans leur ramification. Dans ce
groupe on trouve le dextrane, qui est un glucane linéaire avec des liaisons o-(1—6),
'alternane, le mutane et le reuterane qui peuvent étre ramifiés et contenir des liaisons
a-(1-3) et a-(1—>4) (Monchois et al., 1999). Ces EPS sont retrouvés chez les genres
bactériens Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Lactococcus (Monchois et al.,
1999 ; Kralj et al., 2004).

Les fructane-sucrases sont de deux types: lévane-sucrase et inulo-sucrase, qui
synthétisent respectivement du lévane ou de linuline. Les inulo-sucrases sont
uniquement présentes chez les bactéries lactiques, tandis que les 1évane-sucrases sont
décrites chez les protéobactéries (Zymomonas, Gluconacetobacter) et les firmicutes
(Bacillus, Paenibacillus, Lactobacillus). Ces enzymes sont impliquées dans la réaction
suivante :

fructan—sucrase
n saccharose —— — (8 — fructan),, + n glucose

De la méme facon que les glucane-sucrases ces enzymes clivent la liaison glycosidique
du saccharose, et I'énergie libérée est utilisée pour fixer le fructose a un fructane en
croissance (trans-fructosylation) ou bien a un autre accepteur comme le raffinose. Ainsi
sont synthétisés les lévanes et les inulines. Les lévanes sont des homopolymeres de
fructose avec des liaisons £3-(2—6) et parfois des ramifications de type 3-(2—1). Les
inulines sont des homopolymeres de fructose avec des liaisons £3-(2—1) et des
ramifications de type 3-(2—6) (van Hijum et al, 2006). Il est intéressant de noter que
dans l'industrie, ces EPS peuvent étre produits soit avec des cultures bactériennes, soit
avec des enzymes immobilisées, car le processus de syntheése est extracellulaire
(Cerning, 1990).
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2.2. Biosynthese intracellulaire

La plupart des EPS bactériens sont synthétisés intracellulairement, impliquant un
mécanisme similaire de celui de la synthese de la paroi cellulaire, puis sont exportés
dans l'espace extracellulaire comme des macromolécules (Margaritis et Pace, 1985;
Rehm, 2009). Les voies de biosynthese des EPS bactériens incluent : (i) 'absorbtion du
substrat (ii) la dégradation du substrat dans les voies métaboliques centrales et
I'activation des monosaccharides par la formation de molécules "nucléotides+
monosaccharide” (iii) l'assemblage des unités répétitives par I'addition des
monosaccharides sur des lipides isoprénes et polymérisation des unités répétitives ou
polymérisation directement des monosaccharides activés et enfin (iv) la sécrétion ou
export du polysaccharide a travers la membrane cytoplasmique (Freitas et al, 2011 ;
Sutherland, 1972 ; Sutherland, 2001b). Plusieurs enzymes sont impliquées dans la
synthese d'un EPS. Parmi ces enzymes celles impliquées dans I'absorbtion du substrat,
celles de la dégradation du substrat et celles de I'activation des monosaccharides sont
également impliquées dans d'autres voies métaboliques. Les enzymes ayant une
fonction spécifique dans le processus de synthese des EPS sont les transférases, qui
forment des unités mono- ou oligosaccharidiques, et les translocases/polymérases, qui
synthétisent et exportent les polysaccharides (Sutherland, 1972 ; Whitney et al.,, 2013).

La premiere étape est l'absorption du substrat et si ces sont des mono- ou
oligosaccharides, il se fait par une diffusion facilitée qui s’exerce grace aux transporteurs
et aux canaux protéiques. Une fois absorbés dans la cellule, les mono- ou
oligosaccharides sont catabolisés, dans la plupart des cas, suite a une phosphorylation,
ou transportés et oxydés par une voie périplasmique d’oxydation directe. Ce dernier
mécanisme n'a été décrit que chez certaines bactéries. Les deux systémes existent chez
les bactéries productrices d’EPS et peuvent fonctionner simultanément si le substrat est
disponible (Schaechter et al, 2004). Dans le cytoplasme les voies métaboliques sont la
glycolyse et la voie des pentoses phosphates. La voie d'Entner-Doudoroff est utilisée
plus rarement et seulement chez quelques bactéries (Pseudomonas, Azotobacter, E. coli,
Rhizobium...). Quand le substrat est en excés, son catabolisme peut commencer avec la
voie du méthylglyoxal. Les molécules issues de ces voies métaboliques sont utilisées
pour la syntheése des monosaccharides. Tous les monosaccharides requis pour la
syntheése des polysaccharides sont synthétisés a partir des métabolites issus de ces voies
métaboliques a lintérieur de la cellule ou importés dans la bactérie. A partir du
métabolisme du glucose, peuvent étre synthétisés les monosaccharides les plus
fréquemment identifiés dans les EPS tels que le fructose, le mannose, le galactose, le
xylose, le rhamnose, I'arabinose, mais également des monosaccharides moins fréquents
tels que I'apiose, le fucose, le tagatose, le sorbose, le talose, le psicose, l'altrose, et 1'allose
(Freeze et al.,, 2009 ; Adibekian et al., 2011 ; Li et al, 2013).

Pour la synthese des polysaccharides, les formes actives des monosaccharides sont
requises. Ces sont les formes riches en énergie, en général des nucléosides-diphosphates
fixés aux monosaccharides (NDP-oses). L’obtention des NDP-oses nécessite des
nucléosides-triphosphates (comme I'UTP ou GTP) et un glycosyl-1-phosphate
(monosaccharide avec un phosphate sur le carbone anomérique) (Freeze et al., 2009).
Les nucléosides-monophosphates comme le CMP NeuAc, et les phospholipides comme
dolichol-phosphate oligosaccharide sont également utilisés, mais plus rarement (Lairson
et al., 2008). Différentes variations sont possibles pour la synthese des NDP-oses, mais,
quel que soit le monosaccharide, tous doivent étre activés par une kinase (réaction 1) ou
produit a partir d'un NDP précédemment synthétisé et activé (réaction 2 et 3) :
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H,0-NDP NTP—PP;
Réaction1 Sucre + NTP ——— Sucre — P —— Sucre — NDP

Réaction 2  Sucre(A) — NDP < Sucre (B) — NDP
Réaction 3  Sucre(A) — NDP + Sucre(B) — P & Sucre(B) — NDP + Sucre(A) — P

Ces réactions impliquent des enzymes de la famille des kinases, des isomérases et des
nucléotidyltransférases. La plupart des monosaccharides activés impliquent I'UDP, mais
certains comme le mannose et le fucose sont activés par le GDP (Freeze et al, 2009).

L’étape suivante représente la biosynthese des glycanes qui est principalement
déterminée par l'assemblage des fragments monosaccharidiques dans des chaines
linaires ou ramifiées par les glycosyltransférases (GTs). Toutes les GTs étudiées jusqu’a
présent sont des enzymes non-processives qui dissocient le produit apres la synthese et
doivent refixer le polymere pour 1'élongation d'une unité saccharidique (Peterson et al.,
2009 ; Freiberger et al, 2007 ; Vionnet et al, 2007). Elles catalysent le transfert
séquentiel de donneurs activés (NDP-oses) sur une molécule spécifique "accepteur”
comme les lipides ou les monosaccharides, formant ainsi une liaison glycosidique
(Hashimoto et al., 2009). Généralement chaque GT a un substrat spécifique, avec peu
d’exceptions, et utilise un seul type de NDP-oses. La synthese de la grande diversité des
structures polysaccharidiques trouvés dans la nature implique 1'intervention d’'un grand
nombre de glycosyltransférases (GTs) (Aharoni et al, 2006). Les GTs représentent
environ de 1 a 2 % des produits des genes d'un organisme (eucaryote, archée ou
bactérie) (Lairson et al., 2008). Comme la plupart des monosaccharides activés sont des
UDP-oses, la majorité des GTs identifiés sont des UDP-glycosyltransférases (Hu et
Walker, 2002).

Malgre la grande diversité biochimique des EPS bactériens et des unités répétées qui
les constituent, les mécanismes moléculaires par lesquels ces biopolymeres sont
assemblés intracellulairement et sécrétés par la cellule appartiennent a trois catégories.
Les deux premieres sont les voies dépendantes de transporteurs de type Wzx/Wzy et de
type ABC qui utilisent un accepteur lipidique pour initier la synthese d’EPS. La troisieme
catégorie est dépendante d'une synthase pour laquelle le besoin d'une molécule
lipidique comme accepteur dépend de 'EPS synthétisé (Whitney et al., 2013). Ces trois
mécanismes sont brievement décrits ci-apres.

2.2.1. Les transporteurs Wzx/Wzy

La voie dépendant de transporteurs Wzx/Wzy est responsable de la synthese de
plusieurs glycopolymeéres membranaires chez les bactéries et les archées (Islam et Lam,
2013). Ces glycopolymeres de surface incluent des lipopolysaccharides, I'antigéne O
(antigéne commun des entérobactéries), 'exosporium, les exopolysaccharides et les
polysaccharides capsulaires (Islam et Lam, 2014). L’assemblage commence dans le
cytoplasme ou s’effectue la syntheése d’'unités répétées polysaccharidiques liées aux
lipides (A dans la Fig. 1). Une glycosyltransférase initiante ajoute le premier saccharide
sous forme de précurseur nucléosidique activé (NDP-ose) sur une molécule lipidique
poly-isoprénoide porteuse, 1'undécaprényl-phosphate (UndPP, CssP). Ce dernier se
trouve sur le feuillet interne de la membrane cellulaire interne chez les bactéries ayant
une paroi Gram-négative. Ainsi le monosaccharide forme une liaison pyrophosphate
avec le transporteur UndPP (Islam et Lam, 2014). Des additions ultérieures par des
glycosyltransférases spécifiques, intégrées ou associées a la membrane interne,
entrainent la synthese d’'une unité répétée polysaccharidique liée a UndPP, puis une
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série de protéines d’assemblage de la membrane interne continuent le processus
(Mulford et Osborn, 1983 ; McGrath et Osborn, 1991). Les unités répétées liées aux
UndPP sont dirigées du feuillet interne vers le feuillet externe par la flippase Wzx (B
dans la Fig. 1) ou elles sont polymérisées par la glycosyltransférase Wzy, via un
mécanisme de capture et de libération (C-D dans la Fig. 1) (Islam et Lam, 2013;
Woodward et al, 2010). Les flippases Wzx sont classées dans la famille des
transporteurs de polysaccharides (Hvorup et al, 2003). Les Wzx et Wzy sont des
enzymes largement répandues, leur homologie entre especes bactériennes étant assez
faible (Islam et Lam, 2013). La longueur de la chaine polysaccharidique synthétisée est
régulée par la copolymérase de polysaccharide (Wzz), suivant un mécanisme de
récupération d’'informations et d'orientation de la chalne (E dans la Fig. 1). Une fois la
longueur finale est atteinte, la chaine polysaccharidique est relachée par une voie de
translocation (F dans la Fig. 1). Ce processus peut étre une réaction secondaire de Wzy
ou Waal. Donc, Wzy doit avoir la possibilité de relacher le polysaccharide, en cours de
synthese, du porteur lipidique pendant la polymérisation, et Waal exécute
essentiellement I'étape de clivage quand il transfere le glycane sur le lipid-A (Whutfield,
2006). Une démonstration de la formation de la liaison entre la chaine polymérisée de
I'antigéne-0 et la protéine Wzz a été faite avec la détection de Wzz1 et Wzz2 en co-
purification avec I'UndPP lié a I'antigene-O chez Pseudomonas aeruginosa (Daniels et al.,
2002). Chez les bactéries a Gram-positif possédant le systeme Wzx/Wzy, les protéines
nécessaires pour I'export d’EPS par la membrane externe sont absentes (Broadbent et
al, 2003 ; Yother, 2011 ; Whitfield et Roberts, 1999).

périplasme

) h;
A '.)) '.)> B cytoplasme

Figure 1 : Schéma de la voie de synthese et du transport des EPS, dépendante des transporteurs
Wzx/Wzy. Les étapes successives de ce processus sont indiquées avec les lettres de Aa F
(Islam et Lam, 2014)

2.2.2. Les transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) permettent I'import ou l'export de
divers substrats a travers les membranes biologiques requérant ’hydrolyse de ’ATP. Ils
contiennent deux domaines, un transmembranaire (DTM) et un qui lie les nucléotides
(DLN). Ce dernier contient des motifs Walker A et Walker B (nécessaires a la fixation de
I'ATP) et des motifs supplémentaires qui caractérisent la superfamille des transporteurs
ABC. Les deux domaines peuvent étre présents comme des polypeptides individuels ou
peuvent étre fusionnés avec des protéines (Whitfield, 2006). Certains membres de la
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superfamille des transporteurs ABC sont impliqués dans la translocation des glucides
complexes a travers la membrane cellulaire.

En comparaison avec le systeme Wzx/Wzy, le transport de type ABC suit une voie de
sécrétion compléetement différente. Ce systéeme de transport et de synthése
polysaccharidique est principalement impliqué dans la synthese des CPS bactériens
comme ceux d’E. coli, d’Haemophilus, de Neisseria, de Rhizobium et d’Agrobacterium
(Whitney et Howell, 2013 ; Whitfield, 2006). La synthése des EPS bactériens par le
systeme ABC a également été bien décrite, méme si elle est moins répandue (Becker et
al, 1995 ; Yamanaka et al., 2012). Les transporteurs de type ABC concernent l'export de
polysaccharides capsulaires chez les bactéries a Gram-négatif. L’exemple classique du
transport de polysaccharide par le systeme ABC est celui de la synthese et de I'export du
CPS groupe II d’E. coli. Dans ce cas, la synthése du polymeére est initiée par 'addition des
oses activés sur un accepteur lipidique qui varie en fonction du polysaccharide
synthétisé (Cuthbertson et al, 2009). Cet accepteur lipidique se trouve du co6té
cytoplasmique de la membrane interne (Troy, 1992) (Fig. 2, processus A). Plusieurs
études ont essayé de déterminer sa nature. Tout d’abord, il a été suggéré que le glycane
était assemblé comme un intermédiaire lié a Und-PP, comme dans le cas de la plupart
des O-polysaccharides (Raetz et Whitfield, 2002). Des travaux plus récents de Willis et
Whitfield et al. (2013a) suggerent que I'accepteur lipidique est le diacyl- ou monoacyl
phosphatidylglycérol impliquant un poly-Kdo linker. Cependant, il n’est toujours pas
confirmé a quelle étape les CPSs sont attachés a la fraction lyso-posphatidylglycérol via
I'unique poly-Kdo linker : a l'initiation de la polymérisation, pendant ou a la fin du
processus. Il est suggéré que ce lipide est impliqué aussi dans la fixation du CPS a la
surface cellulaire (Fischer et al, 1982 ; Jann et Jann, 1990). Whitfield (2006) propose
que la chaine polysaccharidique soit assemblée entierement et que l'extrémité
réductrice du produit final soit liée par la suite au porteur lipidique (Fig. 2, processus B).
En tout cas, ce qui est connu est que l'initiation du transfert de premier résidu de 'unité
répétée se fait par une glycosyltransférase d'initiation et que chaque cluster de genes
sérotype-spécifiques posséde au moins un gene candidat codant pour
glycosyltransférase d'initiation. Par exemple chez E. coli K1, le géne candidat est le géne
neuk et chez Pasteurella multocida Type A, le gene candidat est hyaE (Willis et Whitfield,
2013a). Par la suite, plusieurs GTs contribuent a 1’élongation du polysaccharide par
addition séquentielle des oses activés a I'extrémité non-réductrice de la chaine (Bliss et
Silver, 1996 ; Moxon et Kroll, 1990; Vimr et al., 1995). A la fin de la synthese, le
polysaccharide est exporté. L’orientation du substrat polymérique pendant I’export n’est
pas établie, et les deux processus "biosynthese" et "export" peuvent étre
temporairement couplés. Le transport a travers la membrane cellulaire se fait via un
transporteur de type ABC et plus particulierement via KpsM et KpsT (Whitfield, 2006 ;
Raetz et Whitfield, 2002 ; Cuthbertson et al., 2010) (Fig. 2, processus C). Le KpsM est la
composante transmembraire (DTM) de la membrane interne et le KpsT est le domaine
de liaison aux nucléotides (DLN) cytoplasmique. D'autres protéines sont également
impliquées : KpsS et C sont essentielles pour le transport. Les protéines KpsC sont
largement distribuées parmi les bactéries qui possédent un polysaccharide capsulaire
similaire a la capsule de type Il d’E. coli (Vimr et Steenbergen, 2009). 1l a été proposé que
KpsC et KpsS soient impliquées dans la synthése de poly-Kdo linker et/ou a la fixation
du fragment lipidique (diacyl- ou monoacyl phosphatidylglycérol) sur 1'extrémité
réductrice de la chaine polysaccharidique (Fig. 2, processus A). Avant 'export de la
deuxiéeme chaine, un acyle est éliminé par une phospholipase A non encore identifiée
(Willis et Whitfield, 2013). La fonction de KpsC et KpsS est démontrée par le fait que des
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mutants AkpsCS d’E. coli accumulent, dans leur cytoplasme, un polysaccharide capsulaire
sans fragment lipidique (Vimr et Steenbergen, 2009). Toutefois, une étude du mutant de
Neisseria meningitis sérotype B défecteux dans 1'homologue de KpsC montre que le
polysaccharide capsulaire est associé au fragment lipidique mais que son export n'a pas
lieu (Tzeng et al, 2005). La proposition que KpsC fournisse un adaptateur essentiel
entre les enzymes impliquées dans la biosynthése et le transporteur ABC semble d’étre
une hypothese alternative convaincante. Les données de deux études ont établi que le
KpsC oligomérise et intéragit en méme temps avec NeuS et KpsE (Steenbergen et Vimr,
2008). Les protéines KpsF et KpsU participent également au processus de synthese et
export du polysaccharide selon des mécanismes qui ne sont pas encore connus. La
translocation a travers le périplasme et la membrane externe nécessite les protéines
KpsE et KpsD formant un complexe protéique et qui sont respectivement une protéine
putative fusionnant les membranes (adaptateur) et une protéine de la membrane
externe auxiliaire (de la famille OMA) (Fig. 2, processus D). La protéine KpsE est ancrée
dans la membrane interne et appartient a la famille des copolymérases de
polysaccharides (PCP-3) (Cuthbertson et al, 2009). Cette translocation est un processus
coordonné et proposé comme étant analogue a I'action de pompes a efflux triparties
(Cuthbertson et al.,, 2009 ; Whitfield, 2006 ; Vimr et Steenbergen, 2009). Enfin, KpsD et
KpsE sont des protéines essentielles pour 'export d’EPS sachant que les mutants d’E.
coli, affectés dans la synthese de ces protéines, accumulent le polysaccharide dans le
périplasme (Bronner et al., 1993; Pazzani et al., 1993 ; Silver et al., 1987).

- Membrane
KpsE
oﬁgoméve externe

Diacylglycérophosphate

Membrane
interne

NDP/NMP-glycose NDP/NMP-glycose
“NMP/NDP “NMP/NDP

Figure 2 : Schéma de la voie de synthése et transport des CPS, dépendante du systéme de
transport ABC. Les étapes successives de ce processus sont indiquées avec les lettres de Aa E
(Whitfield, 2006)

Le processus par lequel le systeme d'export de type ABC implique son substrat est
inconnu, sachant que la composante KpsMTED ne reconnait pas spécifiquement la
chaine polysaccharidique (Rahn et al, 1999; Reid et Whitfield, 2005 ; Roberts et al,
1986 ; Lo et al, 2001). L'hypothese visant a expliquer ce phénomene est que le complexe
protéique reconnait I'extrémité lipidique conservée (Whitfield, 2006 ; Cuthbertson et
al, 2010 ; Silver et al., 2001 ; Roberts et al, 1988). Une autre hypothese suggere que
I'interaction "protéine-protéine” du complexe multiprotéique favorise un couplage
direct de la synthese et de l'export et crée ainsi une situation ou l'export peut
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commencer avant la reconnaissance du substrat (Vimr et Steenbergen, 2009;
Steenbergen et Vimr, 2008). Par exemple chez E. coli, il est établi qu'il existe une
interaction entre les enzymes impliquées dans la synthese de polysaccharide et le
complexe KpsMTED (McNulty et al., 2006 ; Rigg et al., 1998).

Suite a ce processus de synthése et d'export, les chalnes polysaccharidiques
néoformées restent fixées a la surface de la cellule (Bliss et Silver, 1996; Roberts, 1996)
(Fig. 2 E). La longueur de ces chaines polysaccharidiques est génétiquement déterminée.
La régulation de la longueur de chaine polysaccharidique se fait par l'activité d'enzymes
d’élongation de la chalne et les transporteurs ABC. La synthese et l'export sont
coordonnés, conduisant a une stabilité de la longueur de la chaine et donc de la masse
moléculaire du polymere. Des mutations affectant I'une des protéines KpsC, KpsS, KpsT
ou KpsE se traduisent par des CPS de plus haute masse moléculaire, en cohérence avec
cette hypothese (Willis et al., 2013; Larue et al., 2011).

Les protéines d’export du systéeme ABC possédent des similarités d'une espece
bactérienne a l'autre (Roberts et al., 1986 ; Lo et al, 2001 ; Silver et al.,, 1987). 1l existe
également des similarités entre systéemes Wzx/Wzy et ABC. Tandis que les étapes
initiales d’assemblage de la chaine polysaccharidique sont différentes, les protéines
d'export appartient aux mémes familles PCP et OPX suggérant que la derniére étape
implique des mécanismes conservés (Cuthbertson et al., 2009 ; Morona et al., 2009).
Enfin, méme chez les transporteurs de type ABC, il existe toujours des exceptions a la
regle et certaines protéines peuvent étre différentes d'une espece a l'autre. Par exemple,
la production du CPSVIAg de Salmonella enterica sérovar Typhi met en jeu un
transporteur ABC sans protéines KpsCS. A la place, il existe un géne (vexE) dont le
produit a certaines similarités avec les acyltransférases (Virlogeux et al, 1995 ; Wetter
etal,2012).

2.2.3. Biosynthese et transport dépendants d'une synthase

Il existe également un systéeme d'export des EPS dépendant d'une synthase et
impliquant des protéines différentes d’'OPX et de PCP. Une glycosyltransférase, incluse
dans la membrane interne, est impliquée dans la formation du polysaccharide et dans sa
translocation (Whitney et Howell, 2013). Ces deux processus sont effectués par une
seule protéine qui, dans certains cas, comme pour 'alginate et la cellulose, est une sous-
unité d’'un complexe multiprotéique traversant la paroi cellulaire (Rehm, 2010). La
double fonction de cette protéine se traduit par le fait qu’elle synthétise des
polysaccharides moins complexes. Cette voie est impliquée plutét dans l'assemblage
d’homopolymeres nécessitant un seul type de précurseur saccharidique. C'est par
exemple le cas de la biosynthese du curdlane qui est constitué uniquement d'unités
glucosidiques liées en B-(1—3) et de la cellulose bactérienne, constituée d'unités
glucosidiques liées en B-(1—4) (Whitney et Howell, 2013). L’alginate est un autre
exemple du polysaccharide synthétisé par un seul précurseur, la différence dans ce cas
provient du fait que certaines unités sont modifiées par la suite. Une grande partie du
polymere de l'alginate est un polymannuronate modifié par différentes épimérases et
par d'autres enzymes, conduisant a la formation d'un polymere associant des résidus
d'acide mannuronique et des résidus d'acide glucoronique en proportions variables
(Rehm et Valla, 1997). Un autre exemple impliquant ce systeme "synthase-dépendant”
est celui de 'acide hyaluronique. Sa biosynthése et sa sécrétion sont catalysées par une
seule enzyme (hyaluron-synthase), a partir d'une unité répétée constituée de deux
disaccharides liés en B-(1—4), et constitués eux-mémes d'acide glucoronique et de N-
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acétylglucosamine liés en 3-(1—3) (Chong et al., 2005).

Le mécanisme de synthese et de transport des EPS par cette voie synthase-
dépendante est bien étudié chez les bactéries a Gram négatif. Cette voie implique quatre
composantes clés : une polysaccharide-synthase intégrée a la membrane interne, une
protéine de scaffold contenant un motif tétratricopeptide (TRP), une porine a tonneau 3
de la membrane externe et une protéine régulatrice dont la molécule "signal" est le (3’-
5’) di-guanosine-monophosphate cyclique (di-GMPc). Le schéma de fonctionnement de
ces quatre composantes est simple (Fig. 3). Le signal d’activation de la production du
polysaccharide est donné par le di-GMPc et la polymérisation du polysaccharide
commence (Whitney et Howell, 2013). Elle s’effectue par la synthase sur la face
cytoplasmique de la membrane cellulaire. Ce type de synthese peut se produire en
présence ou en l'absence d'un accepteur lipidique, en fonction du polysaccharide
synthétisé (Cartee et al, 2001 ; Hashimoto et al., 2011). Par exemple la synthése de
I'acide hyaluronique chez Streptococcus esquimilis se fait en absence de précurseur
lipidique (Hubbard et al., 2012). La chaine polysaccharidique compléte est secrétée a
travers de la paroi cellulaire par la synthase et la porine a tonneau f3. La protéine de
scaffold protege la chaine polysaccharidique de la dégradation dans la périplasme et
effectue son guidage vers la porine a tonneau {3 (Jain et Ohman, 1998 ; Keiski et al., 2010
; Whitney et al., 2011). Dans ce processus, il est possible que d'autres protéines puissent
étre impliquées. Par exemple dans le cas de l'alginate, des protéines périplasmiques de
transfert de I'acétate sont également présentes (Whitney et Howell, 2013).

Synthase

récepteur
C-di-GMP

Synthase

AN

C-di-GMP
NDP/NMP <O  NDP/NMP

Figure 3 : Schéma de la voie de synthése et transport des EPS, synthase-dépendante
(Whitney et Howell, 2013)

2.3. Localisation de genes de la synthese d’EPS

Chez les bactéries a Gram négatif et a Gram positif, les enzymes nécessaires a la
synthese et au transport des EPS sont codées par des clusters de génes souvent
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organisés en opérons (Whitfield et Roberts, 1999). Ces opérons peuvent également
inclure des genes impliqués dans la synthése des précurseurs, ainsi que des genes
régulateurs (Whitney et Howell, 2013 ; Schmid et al,, 2015). Dans la majorité des cas,
d'autres geénes que ceux retrouveés dans ces clusters sont nécessaires a la synthése des
EPS. C'est le cas par exemple des genes codant la synthése des précurseurs NDP-oses qui
sont également impliqués dans d'autres voies métaboliques et ne se trouvent pas
forcément dans ces clusters.

3. Méthodes d'analyse de la structure des EPS

Selon Flemming et Wingender (2001b) les constituants majoritaires des
exopolymeres bactériens sont des polysaccharides, des lipides, des protéines et des
acides nucléiques en concentrations qui varient d'une espéece a I'autre (Tableau 3).

Tableau 3 : Taux des différents composants dans les exopolymeéres bactériens qui varient selon
les especes bactériennes (d'aprés Flemming et Wingender, 2001b)

Composés Pourcentage dans les exopolymeéres (%)
Polysaccharides 40-95
Protéines 1-60
Lipides 1-40
Acides nucléiques 1-10

Les EPS sont des composés ayant généralement un caractere hydrophile di a leurs
constituants monosaccharidiques qui possedent des groupements hydroxyles
facilement hydratables (Nichols et al, 2005a). Selon la composition de leur unité
répétée, il s'agit d'homopolysaccharides, constitués du méme type de monosaccharide,
ou d'hétéropolysaccharides, constitués de deux ou plusieurs types de monosaccharides.
Dans tous les cas, il s'agit des structures répétitives (n fois l'unité répétée). Selon leur
structure, les polysaccharides peuvent étre linéaires ou ramifiés, avec différents degrés
de ramification. Ces macromolécules sont souvent hétérogénes, contenant des
modifications sur les unités répétées. La diversité structurelle des EPS est liée aux
différents types de monosaccharides constitutifs, aux types de liaisons entre
monosaccharides, et a la nature et au nombre de substituants (Kenne et Lindberg,
2005a). Dans leur revue, Nichols et al. (2005a) ont établi une liste des composants
saccharidiques ou autres des exopolysaccharides bactériens (Tableau 4).
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Tableau 4 : Liste des constituants des EPS bactériens

Type Composé Exemple Type de liaison

Arabinose

Pentoses Ribose

Xylose

Glucose

Mannose

Galactose

Hexoses Fructose

Sucres
Allose

Rhamnose

Fucose

Glucosamine

Sucres aminés
Galactosamine

Acide glucuronique

Acide galacturonique

Acides uroniques
Acide mannuronique

Acide guloronique

Acide acétique 0-Acyl, N-Acyl
Acide succinique 0-Acyl
Autres Acide pyruvique Acétal
Acide phosphorique Ester, Diester
Acide sulfurique Ester

L’élucidation de la structure d’'un EPS se fait par des analyses structurales incluant
celle de la composition en monosaccharides, de la présence et du type de leurs
substituants, de la nature des liaisons, de leur anomérie et de leur conformation. Les
difficultés liées a l'analyse des EPS sont généralement dues aux faibles quantités de
matieres extraites, mais également au choix des méthodes de caractérisation et de leurs
combinaisons. L’analyse structurale des polysaccharides est un exercice souvent
difficile, nécessitant la mise en ceuvre de nombreuses méthodes complémentaires qui
peuvent étre de nature chimique et enzymatique pour l'extraction et la purification, et
physique pour 'analyse.

3.1. Analyse de la composition en monosaccharides

Pour connaitre la composition d'un EPS en monosaccharides, il faut d’abord
I'hydrolyser en utilisant le plus souvent un acide et une haute température. Par la suite
plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour déterminer la nature des
monosaccharides libérés. Par exemple, les analyses colorimétriques peuvent déterminer
la présence des acides uroniques. Certaines méthodes d’'HPLC peuvent donner de
I'information sur la nature des oses neutres. Cependant la méthode la plus classique
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pour 1’élucidation de la composition en monosaccharides neutres reste l'analyse en
chromatographie en phase gazeuse (CPG).

3.1.1. Hydrolyse de I'EPS

Le dosage et l'identification des monosaccharides constitutifs des polysaccharides
nécessitent la rupture de toutes les liaisons glycosidiques. La dépolymérisation est
conduite avec des acides forts a des concentrations variables, sous diverses conditions
opératoires (température, temps de réaction), en fonction de la nature et de la structure
du polysaccharide. En effet, les différents types de liaisons osidiques présentent des taux
d’hydrolyse variables en fonction de la stabilité relative de ces liaisons (156" > 14" >
153" > 152'). De méme, la nature de deux unités osidiques contigués présente une
différence de stabilité de la liaison glycosidique. Par exemple les liaisons glycosidiques
entre une unité osidique et une autre unité portant un groupement carboxylique ou
amine seront plus difficiles a rompre que des liaisons entre un ose et un autre ose sous
la forme furanose, anhydro- ou déoxy- (Ciancia et Cerezo, 1993 ; Stephen et al, 1990 ;
Lindberg et al, 1975). Les liaisons glycosidiques ne se rompant pas toutes a la méme
vitesse et avec la méme énergie, le temps d’hydrolyse doit étre suffisamment long pour
rompre toutes les liaisons de 1'EPS. Il faut également prendre en compte que les
monosaccharides libérés pendant I’hydrolyse acide sont sensibles a la dégradation. Par
exemple une température trop élevée du milieu réactionnel provoque la dégradation de
certains oses, notamment le xylose (Blakeney et al, 1983). De méme certains oses
libérés peuvent étre modifiés pendant I'hydrolyse. On constate par exemple que, lors de
I'hydrolyse entre un carbone C1 d’'un cycle furanose et celui d’un cycle pyranose, le cycle
furanose se réarrange en cycle pyranose. Les acides uroniques, une fois hydrolysés,
peuvent étre rapidement lactonisés. Pour une hydrolyse optimale, les conditions doivent
étre optimisées, selon le type de polysaccharide, ce qui est un véritable challenge quand
la composition de I'EPS est encore inconnue.

Trois acides sont utilisés pour la monomérisation des polysaccharides - HCI, H2S04 et
I'acide trifluoroacétique (TFA), les plus fréquemment utilisés étant : H2S04 et TFA.
L’hydrolyse des polysaccharides avec H2S04 est décrite comme étant la plus efficace par
rapport au TFA parce qu’elle permet leur hydrolyse presque totale (Garleb et al., 1989).
Néanmoins, H2SO4 peut dégrader certains oses, surtout les pentoses, et les acides
uroniques par décarboxylation. Un autre désavantage de 'acide sulfurique est qu’apres
I’hydrolyse, les ions sulfates sont difficiles a éliminer. L’hydrolyse avec TFA est parfois
préférée, car elle provoque moins de dégradation des monosaccharides et peut étre
éliminé completement par évaporation (Hon et Shiraishi, 2000). L’hydrolyse des
polysaccharides avec HCI est moins utilisée. Une autre possibilité est l'emploi de
meéthanol chlorhydrique, le processus d’hydrolyse s’appelant alors la méthanolyse. Suite
a cette réaction, apres le clivage des liaisons glycosidiques, les monosaccharides libérés
sont sous forme de méthylglycosides qui présentent une tres forte stabilité en solution.
Cette méthode peut avoir certains avantages par rapport a 1'hydrolyse avec H2504 ou le
TFA, car elle est aussi efficace et provoque moins de dégradation des monosaccharides,
présentant une conversion quasi-totale en méthylglycosides stables en solution
(Chambers et Clamp, 1971).
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3.1.2. Méthodes de dosage colorimétriques des oses neutres et des
acides uroniques

Les méthodes colorimétriques sont des techniques de dosage simples et rapides a
mettre en ceuvre. Les chromophores formés absorbent dans le domaine du visible,
proportionnellement a la quantité d'oses présents, et ainsi permettent leur
quantification par spectrométrie. Ils permettent de doser de maniére globale les oses et
de maniere spécifique les acides uroniques. Le principe des dosages colorimétriques
peut reposer sur différentes réactions, en fonction de I'indicateur colorimétrique utilisé.

Une partie des méthodes colorimétriques est basée sur le fait que les aldoses sont des
réducteurs grace a leur fonction hémiacétalique (pseudoaldéhydique). Ainsi a chaud et
en milieu alcalin, il se produit une réduction des indicateurs colorimétriques,
comme l'acide 3,5-dinitrosalycilique (DNS), la liqueur de Fehling et le réactif de Nelson-
Somogy, par les oses réducteurs. L'inconvénient de ce dosage colorimétrique est que
seuls les oses réducteurs, comme le glucose, peuvent étre quantifiés, contrairement aux
cétoses comme le fructose (Gusakov et al., 2011).

D'autres méthodes sont basées sur la condensation par estérification d’un
chromogene, par exemple l'anthrone, l'orcinol ou le phénol, avec les produits de
déshydratation des pentoses, hexoses et acides uroniques. En milieu acide fort et a
chaud, ces oses se déshydratent respectivement en dérivés du furfural, le 5-
hydroxyméthylfurfural et I'acide 5-formylfuroique. Ces méthodes colorimétriques sont
applicables aux oses réducteurs ou non-réducteurs. Un exemple est la quantification de
la quantité d’oses totaux par la méthode de Dubois et al. (1956) qui utilise du phénol.
Son avantage est qu’il est plus sensible a la détermination quantitative des oses que des
chromogenes tels que le naphtol ou I'anthrone. En effet, 'anthrone est capable de
détecter tous les oses mais, en raison de la grande différence entre les coefficients
d’absorption parmi les différents oses, des erreurs peuvent se produire selon la nature
du mélange d'oses (Ashwell, 1957).

Enfin, les acides uroniques peuvent étre quantifiés par des méthodes colorimétriques
spécifiques. Les chromophores sélectifs les plus souvent utilisés sont le méta-
hydroxydiphényl en présence de tétraborate de sodium, et le carbazole dans l'acide
sulfurique. Les concentrations relatives en oses neutres et en acides uroniques des
solutions polysaccharidiques peuvent étre déterminées par la méthode de correction
développée par Montreuil et al. (1963). Il est alors possible de corriger les interférences
des acides uroniques dans le dosage des oses totaux et réciproquement.

3.1.3. Analyse de la composition en monosaccharides par
chromatographie

Apres l'hydrolyse du polymere, on procéde a la détermination de sa composition
osidique. Les monosaccharides libérés sont analysés par HPLC et/ou par CPG en
utilisant diverses procédures de dérivation.

3.1.3.1. Méthodes de dérivation des oses pour I'analyse par CPG

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique d’analyse rapide qui,
du fait de sa grande sensibilité et de sa capacité a séparer des mélanges complexes,
permet d’apprécier qualitativement et quantitativement la composition de différents
extraits d'EPS. Les monosaccharides n'étant pas volatils, pour leur analyse en CPG, ils
doivent étre modifiés afin de les rendre volatils. Pour cela, les techniques de dérivation
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sont nombreuses (Tableau 5). Les méthodes les plus courantes sont la
pertriméthylsilylation des monosaccharides (ou de leur méthylglycosides) et la
réduction des monosaccharides en alditols par le borohydrure de sodium, suivie de leur
acétylation par l'anhydride acétique en présence de N-méthylimidazole. Les dérivés
aldonitriles acétates et trifluoroacétates ont également été couramment décrits, et les
meéthyloximes acétates sont parfois employés. Les produits volatils obtenus sont ensuite
séparés sur des colonnes capillaires, puis détectés par un chromatographe en phase
gazeuse équipé d'un détecteur a ionisation de flamme. Les phases stationnaires utilisées
pour la séparation des dérivés glucidiques sont apolaires et greffées par des dérivés
siloxanes.

Tableau 5 : Méthodes de dérivation des monosaccharides

Méthodes de dérivation Dérivés
Pertriméthylsilylation TMS
Acétylation acétates
Trifluoroacétylation trifluoroacétates
Réduction/acétylation alditols acétates
Oximation/acétylation aldonitriles acétates
O-méthyloximation/acétylation ou | O-méthyloxime acétates ou O-
triméthylsilylation méthyloxime TMS

En fonction de la méthode d'analyse utilisée, les monosaccharides sortiront sur un
chromatogramme sous la forme d'un ou de plusieurs pics. En effet, en solution, les oses
existent en équilibre dynamique entre leurs formes cycliques et ouvertes. Lors de
I’équilibre mutarotationnel, deux anomeres a et § peuvent étre formés pour chacune des
formes furanose et pyranose. Ainsi, jusqu’a quatre isomeéres peuvent étre observés pour
un seul monosaccharide (Fig. 4).

HO - OH
H OH

H H

a-D-glucopyranose / b-D-glucopyranose
24 % 64 %

D-glucose H
<1%

~2%

a-D-glucofuranose b-D-glucofuranose

Figure 4 : Equilibre mutarotationnel du glucose
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La méthode des acétates d'alditol nécessite la réduction préalable des
monosaccharides par le borohydrure de sodium, puis leur acétylation en présence
d'anhydride acétique dans de la pyridine (Fig. 5) (Michalski, 1986).

OH OH
Acide, chauffage
O
0 —>* H C}
HO HO OH
n Hydrolyse OH
CHO CHLOH CH,0Ac
H——OH H——OH o) » H——0OAc
c:0, ne
HO——H NaBH:  no—|{ H O, Pyridine - 1 co——H
—_—= —_—=
H——OH H——OH H——0Ac
H——OH Réduction H——OH Acétylation H——oAc
CHLOH CHOH CHOAc

Figure 5 : Méthode de préparation des acétates d'alditol

Cette méthode est tres souvent employée du fait de la stabilité des composés formés
et de leur bonne résolution chromatographique. Dans ce cas, chaque monosaccharide
modifié est identifié sous la forme d'un pic. Elle présente également I'avantage de
permettre une identification simultanée des hexoses, déoxyhexoses, pentoses, acides
uroniques et osamines. Contrairement a la silylation d’'un O-méthylgycoside qui
conduira a la formation de plusieurs isomeres.

Les intensités relatives des pics dans un chromatogramme donnent une information
approximative sur le nombre de résidus osidiques dans le motif répété. Un erreur de 10
a 25 % doit étre prise en compte dans les ratios molaires obtenus a partir de 'analyse
des monosaccharides (Jiménez-Barbero et al.,, 2003).

Un moyen de déterminer la configuration absolue (D ou L) des résidus d'oses est
d’utiliser un alcool optiquement actif pour faire des dérivés (Gerwig et al., 1978 ; Leontin
et al, 1978). Cette méthode requiert des standards D et L pour chaque type d'ose. La
conséquence est que la configuration absolue d’'un ose rare sera difficile a confirmer
avec cette méthode.

3.1.3.2. Analyse par HPLC

La méthode alternative a la CPG pour I'analyse de la composition monosaccharidique
des EPS est la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC). L'HPLC
posséde certains avantages mais aussi quelques inconvénients par rapport a la CPG. Un
grand atout de cette technique est le fait qu’elle est plus rapide et n’exige pas d'étape de
dérivatisation de l'échantillon. Un autre avantage est que, a la différence de la CPG,
I'HPLC peut étre appliquée sur des mélanges complexes de mono- et d'oligosaccharides,
permet de détecter des glucosamines et des acides uroniques. Néanmoins I'HPLC
posséde un pouvoir de séparation inférieur par rapport a celui de la CPG, car cette
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derniere permet la détection de plusieurs oses, mémes de leurs énantiomeres, avec des
temps de rétention relativement courts.

L’analyse par HPLC s’effectue généralement sur un mélange obtenu aprés une
hydrolyse acide totale de I'EPS. L'identification se fait en fonction du temps de rétention
des monosaccharides, par comparaison avec un mélange connu de différents
monomeres. Les monomeres peuvent étre identifiés de plusieurs manieres. La
distinction se fait par rapport aux colonnes et aux techniques de détection utilisées, sans
oublier le choix de la phase mobile qui influence fortement la sélectivité de la séparation,
ainsi que la durée de I'analyse.

La colonne représente la phase stationnaire de la chromatographie liquide. Le choix
du type de colonne s'effectue en fonction du type de détecteur et de I'éluent. Par
exemple les colonnes utilisées le plus souvent pour des oses non transformés en dérivés
sont des colonnes d’amino- ou cyano-silice greffée, les résines d’échange de cations et
des phases stationnaires hydrophiles (HILIC). Les colonnes d’amino-silice greffée sont
souvent citées dans la littérature et utilisées avec les détecteurs HPLC de type ELSD
(Sharma et al., 2010 ; Bhandari et al, 2008 ; Barreira et al., 2009). Les colonnes normales
basées sur silice C8 et C18 sont le plus souvent utilisées pour la séparation des oses
transformés en dérivés avec des détecteurs UV-Visible ou en fluorescence (Lv et al.,
2009 ; Gomis et al, 2001 ; Racaityte et al, 2005). Pour la séparation des oses par
chromatographie d’échange d’ions, on utilise des colonnes contenant un copolymere de
divinyl-benzéne-styréne hydrogéne sulfoné (colonnes PA) (Liu et al.,, 2012 ; Castellari et
al, 2000). Le choix de colonne PA dépend du type d'oses qu’il faut séparer (mono-,
disaccharide etc...) et de la résolution dont on a besoin pour la matrice d’échantillon
spécifique.

Les différentes techniques de détection utilisées en HPLC sont décrites dans le
Tableau 6. 1l existe également d'autres méthodes, comme par exemple 'HPLC couplée a
la FTIR (Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier), mais elles sont peu
décrites et peu utilisées. La méthode de détection UV-Vis qui est souvent utilisée en
HPLC ne convient pas pour les oses, car ces derniers ne possedent pas de chromophore
et une dérivatisation est nécessaire. Les techniques de détection comme ELSD
(Evaporative Light Scattering Detector), RI (Refractive Index detection) et MS (Mass
Spectrometry) peuvent étre utilisées, mais chaque détecteur a ses propres limitations.
La chromatographie a haute performance échangeuse d’ions avec une détection
ampérométrique pulsée (HAPAEC-PAD) reste la méthode, parmi les chromatographies
en phase liquide, la plus sensible et la plus spécifique (Cataldi et al., 2000).
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Tableau 6 : Différentes configurations d'HPLC utilisées pour la détection de mélanges de monosaccharides (Goeij et Kok, 2013)

(Détection en
aérosol
chargé)

Basée sur la détection des particules dispersées comme
dans I'ELSD.

Universelle, dépend de la masse, plus
sensible par rapport a ELSD

Détecteurs Méchanisme Avantages Inconvénients
o I La détection est empéchée par le
Les limites de la détection sont de manaue de chromophores gans la
. Mesure les composés qui montrent un spectre I'ordre de nanogramme (quantité q P .
UV-Vis , . . . .. P structure des monosaccharides . Il est
d’absorption dans la région ultraviolet ou visible. inférieure en comparant avec RI et . .
ELSD) nécessaire de les transformer en
dérivés.
Certains composés absorbent la lumiere a une longueur . P Les monosaccharides n’ont pas de
Fluorescence | d’onde (celle d’excitation) et émet a une autre (celle Haute sensibilité et sélectivité (ne fluorophores.Il est nécessaire de les
D, détecte pas les impuretés) 1orop '
d’émission). dériver.
Basée sur la réfraction de la lumiére par les composés Tous les composés dans I'éluant Sensibilité ala Fempé,rature - les
RI dans une solution. I est possible d’utiliser une colonne peuvent étre détectés, donc petites fluctuations résultent en
dice d chirale qui permet I'identification et la détermination dela | ¢onvenable pour les grandes variations.
(Indice de configuration absolue (D ou L) et simultanément de la monosaccharides. Faible sensibilité de détection.
réfraction) configuration du centre anomeérique (a ou ) (Lopes et Incompatible avec I'élution en
Gaspar, 2008) gradient.
ELSD Universelle et non spécifique, elle détecte tous les solutés | Détection des composés non-
(Détecteur non volatiles apreés I'évaporation du solvant de la colonne | chromophores et nor}-vol.atlles, donc Faible reproductibilité, moins sensible
évaporatifa | par une dispersion de la lumiére sur les particules solides convenable pour la détection des pour des composés de faible poids
diffusion dela | formées. L’intensité du signal est liée a la concentration de | SUCres. moléculaire, non-linaire.
lumiere) I'analyte dans I'effluent. Permet une élution en gradient.
CAD

La forme de pics est de moindre
qualité, la reproductibilité est plus
faible par rapport a la détection UV

25



Synthese bibliographique

Détecteurs Méchanisme Avantages Inconvénients

Ionise des composés chimiques afin de produire des
MS molécules chargées ou des fragments de molécule. Les ions L'infi ion de MS indi I Faible efficacité d’ionisation des
(Spectrométrie | Sont détectés. Le signal est traité dans un spectre st;rllltf)t;r:jf:ll?irrlnigue indique fa monosaccharides dans un mode négatif
de masse) d’abondance relative des ions comme fonction du rapport ' a cause de leur faible acidité.
"masse sur charge".
Les groupes —-OH du carbone anomérique peuvent étre
déprotonés a pH alcalin (entre 12 et 14) et ainsi possédent | Souvent utilisée pour la séparation des
une forte charge négative. Une interaction entre cette monosaccharides . Seuil de détection
charge négative de la molécule de sucre et la charge des monqse.acch.arides X} pa,rtir d? 10
HPAEC-PAD positive d’ion métallique sur la surface de la résine est la pmol par injection. Haute résolution et

cause de la rétention et de la séparation des
monosaccharides . La détection est réalisée par
ampérométrie en mesurant le courant résultant de
'oxydation ou de la réduction de la molécule d’échantillon
sur une électrode d’or ou d’argent.

séparation tres sélective des
monosaccharides (Davidek et al.,
2003).

Permet une élution en gradient.
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3.2. Analyse structurale

Apres la détermination de la composition monosaccharidique d'un EPS, 1'étape
suivante est la détermination de la séquence des monosaccharides dans l'unité répétée
et le type de liaison entre eux. Plusieurs techniques peuvent contribuer a cette anlyse
structurale : la méthylation et I'analyse par CPG, FTIR, RMN, et la spectrométrie de
masse. La méthode la plus fiable et la plus souvent utilisée est l'analyse par RMN
(Résonnance Magnétique Nucléaire), sachant que le couplage des données de RMN avec
celles provenant d'autres analyses peut permettre de confirmer les résultats.

3.2.1. Détermination de la nature des liaisons osidiques par
méthylation

L’étude de la méthylation d’oligosaccharides ou de polysaccharides par
CPG/spectrométrie de masse (CPG-MS) permet de déduire '’enchainement des unités
osidiques et leurs points de branchements (Hakomori, 1964). Cette méthode consiste en
une méthylation compléte des groupes hydroxyles libres du polysaccharide (Fig. 6).
Dans un premier temps, en présence dune base forte (sodium
méthylsulfinylméthanide), se forme des alcoolates qui sont ensuite méthylés avec
I'iodure de méthyle dans le DMSO. Pendant cette réaction, les liaisons glycosidiques ne
sont pas rompues car elles sont stables dans les conditions basiques nécessaires pour
I'alkylation. Les polysaccharides ainsi méthylés sont ensuite hydrolysés en formant des
groupes hydroxyles sur les liaisons glycosidiques. Cela permet d'identifier les positions
des liaisons glycosidiques dans le polysaccharide. Les monosaccharides méthylés sont
ensuite réduits par du NaBDa4 (tétrahydruroborate de sodium deutérée), afin de pouvoir
différencier les C-1 des C-6, puisque seule la fonction réductrice est porteuse d'un
deutérium. Les alditols partiellement méthylés sont acétylés, ce qui conduit a la
formation d'acétates d’alditol, suffisamment volatils pour étre analysés par
chromatographie en phase gazeuse (CPG). Le mélange d’acétates d’alditol obtenu est
analysé avec un couplage CPG/MS. Le chromatogramme obtenu permet de distinguer le
nombre d'oses neutres différant par leur nature ou par la position de substitution. Pour
chaque pic, on obtient le spectre de masse correspondant, que 'on compare a une
bibliotheque de spectres prenant en compte le temps de rétention relatif calculé par
rapport a une référence, l'inositol peracétylé avec: Trelatif = (tRproduit /tRinositol) X 1000
(Roman, 1997). Cela fournit la nature de 'acétate d’alditol, ce qui permet d'en déduire le
type de liaisons entre les unités dans le polymere. Une complication possible est que les
pyranoses substitués en position 4 donnent le méme dérivé que les furanoses substitués
en position 5. L'analyse par RMN est nécessaire pour les distinguer.
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Figure 6 : Etude de 'enchainement de monosaccharides par méthylation et une analyse par CPG
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3.2.2.  Analyse infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une méthode d'analyse physique rapide, simple a
mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu de quantité de polymere a analyser. Elle peut
étre employée tout aussi facilement sur des échantillons bruts ou purifiés. Basée sur le
fait que les molécules absorbent a des longueurs d'onde spécifiques qui sont
caractéristiques de leur structure, elle exploite les transitions correspondant a des états
vibrationnels et rotationnels de la liaison ou du groupe qui vibre. Les molécules
complexes comme les polysaccharides posseédent un grand nombre de types de
vibrations. Certaines sont localisées tandis que d’autres sont considérées comme des
vibrations de toute la molécule (Williams et Fleming, 1995). La région entre 4000-1500
cm! dans le spectre IR moyen est désignée comme la région des groupes fonctionnels.
Les bandes dans cette région sont des liaisons individuelles ou des groupes fonctionnels
des molécules. La plupart du temps, ces bandes donnent une information
supplémentaire de la région spectrale en dessous de 1500 cm-l, appelée région
"d’empreintes digitales". Les bandes entre 1500-400 cm! sont souvent utilisées pour
confirmer l'identité du composé. Ainsi certains groupements ou liaisons, considérés
comme marqueurs (e.g. sulfates ou liaison 3—>6-anhydro), peuvent révéler la présence
de certaines catégories de polysaccharides (agar, carraghénane) (Chopin et al, 1999).

3.2.3. Analyse par RMN

La spectroscopie par RMN est une méthode d’analyse basée sur les propriétés
magnétiques des noyaux atomiques. Quand un champ magnétique externe est appliqué
a une molécule, les noyaux passent d'un niveau fondamental a un niveau excité, c'est le
phénomene de résonance magnétique. Cette technique puissante est applicable aux
polysaccharides qui donnent des systemes d’excitation “isolés“ car la magnétisation doit
étre transférée par la liaison glycosidique reliant deux monosaccharides. Une étude par
RMN séquentielle permet de confirmer les premieres analyses effectuées a l'aide
d'autres techniques et de faire une attribution complete des signaux "proton" et
"carbone" pour obtenir ensuite la structure de I'EPS. Ainsi la RMN est devenue une
analyse de routine pour I'étude de la structure des EPS. Son avantage est d'étre une
méthode physico-chimique non-destructive permettant, a partir de quelques
micromoles de polysaccharide, de réaliser le dosage et 'identification de chacun des
monosaccharides, d’en préciser '’enchainement, leurs points de branchement et leurs
anomeres (Strecker, 1993 ; Strecker, 1995). Le fait que la RMN soit une méthode non
destructive permet de récupérer le polysaccharide dans son état initial pour d’autres
études, apres élimination du solvant.

L’étude structurale par RMN comprend souvent un spectre proton 1H, un spectre
carbone 13C et des cartes de corrélation a deux dimensions, si ’échantillon est
suffisamment concentré. L'interprétation du spectre RMN des mono- et oligosaccharides
nécessite d'avoir accés a une base de données de spectres RMN de référence.
L’attribution des spectres est facilitée par la disponibilité de bases de données et de
programmes de prédictions des déplacements chimiques tels que Glycoscience.de,
http://www.glycosciences.de/sweetdb/  (Litteke et al, 2006) et Casper
http://www.casper.organ.su.se/casper/ (Jansson et al., 2006 ; Lundborg et Widmalm,
2011). Des bases de données supplémentaires sont résumées dans deux articles de
synthese (Berteau et Stenutz, 2004 ; Marchal et al,, 2003). L’analyse par RMN peut étre
conduite selon deux directions. Si les déplacements chimiques des protons de la
molécule isolée correspondent a ceux déja décrits, alors 'analyse est terminée. Cette
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technique nommeée "finger-print" a été développée par Vliegenthart et al. (1983) pour la
caractérisation des glycanes des glycoprotéines. Si, au contraire, la comparaison des
déplacements chimiques (8) avec la base de données ne permet pas d’identifier les
monosaccharides, leurs substitutions et/ou leurs liaisons, il faut alors déployer I'analyse
RMN avec des séquences bidimensionnelles.

Le spectre RMN monodimensionnel du proton donne des informations primaires sur
la valeur des déplacements chimiques des protons identifiables et permet de les
comparer avec ceux déja décrits dans les bases de données. Dans une molécule, les
protons ont des environnements chimiques différents, et auront donc différentes
fréquences de résonance. Ainsi de 2H au travers ¢H résonne a 3,5 - 4,5 ppm, tandis que le
1H anomérique se trouve entre 4,5 - 5,8 ppm. Pour les pyranoses I'équatorial 1H est
généralement déblindé de l'axial H. Pour les monosaccharides, le H d'un OH
anomérique en position a (qui a un H équatorial) résonne a 5,3 - 5,8 ppm, tandis que
I’homologue B (qui a un axial H) résonne a 4,5 - 4,8 ppm. De cette fagon le spectre RMN
monodimensionnel du proton renseigne également sur le nombre de résidus
monosaccharidiques par 'intégration des protons anomériques. Si des substituants de
I'oxygene sont présents dans I'EPS, ils déplacent le proton voisin et le plus souvent ce
déplacement est déblindé.

Outre que les déplacements chimiques, les constantes de couplage "carbone-proton”
("Jcn) et "proton-proton” ("Jun) (n étant le nombre de liaisons séparant les deux atomes)
sont également informatives (Vliegenthart, 2006; Bubb, 2003; Bush, 1966; Bush et al,
1999; Duus et al., 2000). Leur mesure discrimine 'anomérie a ou 3 de dérivés pyranoses
ou furanoses. Ainsi il est établi que 1Jc1,Heq est supérieur a 1JciHax avec une différence de
I'ordre de 10 Hz. Pour les pyranoses, 1Jc1,Heq qui correspond a 'anomérie a est environ
de 170 Hz, et 1Jc1,Hax, qui correspond a I'anomere 3, vaut environ 160 Hz (Tvaroska et
Taravel, 1995). Pour les furanoses, les valeurs de 1Jci,u1sont plus élevées, de 'ordre de
180 Hz pour 'anomere o et 175 Hz pour I'anomere 3 (Cyr et Perlin, 1979). 1l est possible
également de déterminer la forme anomere d’'un ose grace a la constante de couplage
entre le proton H1 du cycle et le proton H2 du méme cycle (3Ju1nz). Cette constante
dépend de I'angle de torsion entre les atomes couplés, en particulier de I'orientation des
protons (Tvaroska et Taravel, 1995). C’est pourquoi les valeurs observées sont tres
différentes pour les pyranoses et les furanoses. Pour les protons "axial/axial", la valeur
de 3Juiu2 est égale a 7-8 Hz. Pour les protons "axial/équatorial® ou
"équatorial/équatorial”, la valeur de 3Ju1,n2 est égale 3-4 Hz. Dans le cas du glucose et du
galactose, I'angle diedre entre les deux protons pour la forme {3 de pyranose est de 180°,
ce qui entraine une constante de couplage assez grande 3Ju1,u2= 7-8 Hz, alors que I'angle
diédre formé par les Hi1 o et H2 a est de 60° d’ou une constante plus petite, 3Jui,u2= 3-4
Hz (Roman, 1997). Pour la forme {3 de furanoses, 3Ju1,u2 est inférieure a 2 Hz avec un
angle diedre compris entre 100° et 120°. Pour la forme o de furanoses, 3Ju1u2 est
supérieur a 4 Hz et I'angle se situe entre 25 et 35° (Alfoldi et al., 1972). Les couplages
entre les protons H3 et Hs4 d'une part, et H4 et Hs d’autre part, peuvent étre également
assez informatifs, car tres différents pour un galactopyranose et un glucopyranose
(qu'ils soient o ou 13).

En pratique, le spectre RMN 1H a tendance a générer des lignes qui se chevauchent
dans la région 3,0-4,5 ppm et en plus peut manifester un élargissement des lignes
(notamment pour des polysaccharides ayant une masse moléculaire élevée). Le spectre
13C a une dispersion du déplacement chimique plus large et peut souvent fournir plus
d’informations. Pour obtenir un bon spectre 13C, les échantillons doivent étre
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concentrés, car la sensibilité est inférieure, en raison de 'abondance naturelle du 13C
(1,1%) et au ratio gyromagnétique des noyaux 13C. Dans un spectre 13C simple comme
dans un spectre 13C DEPT, deux régions sont importantes. De 90 a 115 ppm, se trouve la
région des carbones anomeriques Ci. Le déplacement chimique des Ci dépend
également de la configuration a ou 3 et de la forme du cycle (pyranose et furanose). De
60 a 90 ppm (dans le cas ou il n’y a pas de substituants), correspond a la région ou se
situent tous les autres carbones des cycles. De plus, il est établi que les carbones Ce se
situent dans une zone entre 60 et 70 ppm. IIs ont des déplacements chimiques différents
selon qu'ils sont libres (-CH20H) ou liés a un autre cycle (-CH20-). Les Ce liés sont plus
déblindés que les libres ce qui permet de les distinguer. Les Cs peuvent étre différenciés
des autres carbones, car ils portent deux hydrogenes alors que les autres n’en portent
qu’un. L’expérience DEPT avec un angle de 135° permet de séparer les CHz (les Cs) en les
placant vers le bas (sous la ligne de base) des CH qui sont vers le haut.

L’élucidation des structures glycosidiques résulte ensuite de l'utilisation des
méthodes RMN bidimensionnelles et tridimensionnelles. Un temps de transfert plus
long permet a la magnétisation de passer a travers le systéeme d’excitation et ainsi de
donner plus de corrélations. Les expériences les plus fréquemment utilisées sont
décrites dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Liste des corrélations RMN utilisées dans I’étude de la structure des EPS

Permet de mesurer toutes les constantes de couplage entre les différents
COSY? protons adjacents qui résonnent dans la "bulk region” entre 3,2 et 4 ppm. Il
existe également plusieurs versions de COSY modifiées.

Permet le transfert de la magnétisation sur tous les protons d’'un
TOCSY monosaccharide. Ainsi les corrélations sont faites également parmi les
protons éloignés du monosaccharide.

HETCOR, Permet de corréler chaque proton avec le carbone auquel il est lié.
HMQC, HSQC

Donne les couplages H-13C et les constantes 3] associées. Il est alors possible
de corréler les noyaux distants de 3 liaisons covalentes, notamment les
HMBC, COLOC | constantes 3] . ou x est la position du carbone du monosaccharide voisin

inclus dans la liaison glycosidique. Ainsi, on peut préciser 'enchainement des
monosaccharides et dong, la séquence de I'oligosaccharide.

Fournit généralement des pics de corrélation intenses entre les protons H1 et
NOESY Hx de deux oses reliés par une liaison 1—x. Peut également préciser
I'enchainement des monosaccharides.

Similaire au NOESY, mais réalisé en référentiel tournant. Particulierement

ROESY utile pour des molécules avec une taille moyenne de 1000 a 3000 Da.

Donne les couplages C-C et donc les corrélations '] . dans un

INADEQUATE | monosaccharide. Méthode la plus puissante pour la détermination de la
structure, malgré l'inconvénient de sa faible sensibilité.

Donne les couplages des déplacements chimiques avec les constantes
DOSY d’autodiffusion. L'expérience permet souvent la différenciation des molécules
par leur taille, mobilité, liaisons ou agrégation.

1Les acronymes de cette colonne sont expliqués dans la Section "Abréviations"
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3.2.4. Analyse par spectroscopie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une technique d’analyse avec des limites de
détection basses. Ses applications sont variées et permettent maintenant l'analyse de
macromolécules. Cette détection requiert 'ionisation préalable en phase gazeuse des
molécules analysées. La mesure des rapports masse/charge (m/z) des ions moléculaires
ou des fragments ainsi générés permet de déterminer la masse moléculaire des
composés étudiés et ainsi de collecter des informations structurales. De plus, la
précision et la sensibilité de cet outil permet de mesurer des masses avec une précision
de 1 Da pour 20 000 Da dans le domaine des zeptomoles (10-21 moles).

Pour les analyses en MS, les polysaccharides doivent étre réduits en oligosaccharides
par hydrolyse acide ou par dégradation enzymatique. Les digestions enzymatiques
peuvent faciliter I'étude de la structure, sachant qu’elles ont une spécificité de clivage
des liaisons. A partir des oligosaccharides générés, une information importante sur la
nature des monosaccharides, des ramifications, et éventuellement des modes de liaisons
peut étre déterminée grace a la fragmentation. Cette fragmentation est nommée
"Dissociation Induite par Collision" (CID) des oligosaccharides. La nomenclature utilisée
en MS pour la CID des oligosaccharides est montrée dans la Figure 7. Les fragments
ionisés qui contiennent la partie non-réductrice sont notés avec les lettres majuscules
du début de l'alphabet (A, B, C), et ceux qui contiennent l'extrémité réductrice de
l'oligosaccharide sont notés avec des lettres de la fin de l'alphabet (X, Y, Z). Les ions
produis a partir de la rupture des résidus successifs sont marqués : Am, Bm, et Cm, pour
I'extrémité non-réductrice et le Xn, Yn, et Zn, pour I'extrémité réductrice. Les ions de
type A et X sont produits par la rupture intracyclique, et sont notés en indiquant les
liaisons impliquées dans la coupure en partant de la liaison hémicétal intracyclique (0)
et en augmentant 'indice dans le sens des aiguilles d'une montre. La figure 7 montre
I'exemple de deux fragments ionisés obtenus par ce type de coupure (*2A1 et 15Xi)
(Bauer, 2012).

Y, 2 15 Yi 7y Yo 2%
_c _° ©X, -
CH,OH
CH,OH —0—|-
CH,OH g © O0—7R
O, N|o oH y 0 OH
OH O~
OH o OH
OH |
Extrémité non- ] ] —1 1 Extrémité
réductrice 02p, B, C B, C B; Cz; réductrice

Figure 7: Nomenclature systématique pour les fragmentations d'oligosaccharides générés par
MS en tandem (Bauer, 2012)

Dans le cadre de ma these, c'est la technique de FTICR-MS qui a été utilisée. C'est une
technique utilisant un piege magnétique (Marshall, 2000). Les ions sont confinés dans le
piege par la combinaison d’'un champ magnétique et d’'un champ électrostatique. Le
piege peut étre utilisé a la fois comme chambre de réaction et comme analyseur en
masse. En présence d'un champ magnétique, les ions ont un mouvement de rotation
appelé mouvement "cyclotron” dont la fréquence est caractéristique de leur rapport
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"masse sur charge" (m/z). Le principe de la détection consiste a mesurer ces fréquences.
Ensuite, apres transformation de Fourier, on obtient un spectre en fréquence auquel il
faut appliquer une loi de calibration pour passer du spectre en fréquence au spectre de
masse. La FTICR-MS présente plusieurs avantages par rapport aux autres techniques de
MS. Elle permet d’obtenir une résolution en masse tres élevée, ce qui permet d’éviter les
interférences entre les composés de méme masse nominale. La détermination des
masses absolues se fait avec une grande précision et rend possible la mesure des masses
exactes des molécules. Ces résultats sont souvent essentiels pour l'identification de
composés inconnus.

4. Propriétés rhéologiques des EPS

La caractérisation rhéologique est essentielle pour évaluer l'utilisation potentielle
d’un polysaccharide extrait et maintenu dans son état initial ou modifié par la suite (e.g.
déacétylation). L’'intérét industriel des polysaccharides réside dans leurs propriétés
rhéologiques comme des agents épaississants ou gélifiants. Ces propriétés sont
déterminées par les quatre niveaux d’organisation des PS qui sont la structure primaire,
secondaire, tertiaire et quaternaire. La séquence covalente des unités monomeriques du
squelette de la chalne polysaccharidique représente sa structure primaire. Sa
connaissance est essentielle pour la compréhension de la conformation
tridimensionnelle des PS dans un état solide et en solution. La chaine polysaccharidique
isolée peut adopter certaines formes qui lui conférent sa structure secondaire. En
passant a plus grande échelle d’organisation, les interactions énergétiquement
favorables entre les chaines ayant des structures secondaires résultent en structures
spécifiques ordonnées constituant la structure tertiaire. Par exemple, les conformations
en "ruban” et en "hélice" de la structure secondaire des polysaccharides s'organisent en
arrangements complexes, comme en agrégats d’hélices ou de rubans qui représentent
des structures tertiaires. Ces entités compactes peuvent interagir entre elles pour
donner un niveau d’organisation encore plus élevé, c'est-a-dire en structure quaternaire
(Lapasin et Pricl, 1995).

Tenir compte de ces différents niveaux d’organisation permet de comprendre que les
liaisons entre les résidus osidiques, et la présence de ramifications, de groupes
fonctionnels, de groupes ionisables ou de sucres modifiés, ainsi que la longueur en
solution, la forme et la rigidité de la chalne jouent un réle important pour déterminer les
propriétés macroscopiques du polymere, y compris sa rhéologie. Beaucoup de ces
parametres se correlent entre eux, par exemple la rigidité de la chalne avec sa longueur.
D'autres parametres doivent étre combinés avec des facteurs extérieurs, comme par
exemple les caractéristiques du solvant permettant la solubilisation du polymere. Les
changements de la force ionique, de la nature des contre-ions, de la température ou
d'autres parametres du solvant peuvent conduire a une transition conformationelle,
modifiant ainsi la résistance hydrodynamique de I’écoulement de la molécule. Si la
concentration du polymere est élevée, ces variations peuvent favoriser des changements
structuraux au niveau supermoléculaire, avec des conséquences sur le comportement
rhéologique. Ainsi les liaisons non-covalentes formées entres les chaines
polysaccharidiques peuvent aboutir a la formation d'un réseau tridimensionnel,
autrement dit a un gel si les liaisons sont stables, ou a un polymeére visqueux si les
liaisons sont transitoires (Fig. 8). Ces changements dans la rhéologie du milieu par les
polysaccharides sont liés a leurs propriétés épaississantes ou gélifiantes (Fig. 8).

Pour réaliser son analyse rhéologique, le polysaccharide doit étre solubilisé. La
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solubilisation permet l'individualisation des macromolécules avant que celles-ci ne
s’associent pour modifier la texture de la phase aqueuse (Fig. 8). La solubilité dépend du
degré de branchement de la molécule, de la présence de substituants ioniques sur les
monomeres constituant le polysaccharide et de la présence d'oses modifiés. Plus les
branchements sont nombreux et répartis régulierement, plus la solubilité augmente.
C'est le cas du xanthane qui est décrit comme un dérivé soluble de la cellulose dii a son
squelette de cellobiose sur lequel se fixent des chaines latérales (Kumar et al.,, 2007). De
méme, une meilleure hydratation est observée lorsque le polysaccharide contient des
substituants ioniques. Par exemple la plupart des EPS sont anioniques et manifestent
une haute affinité pour certains ions métalliques (Mittleman et Geesey, 1985). Cela est
dl a la présence d'acides uroniques dans leur structure, procurant des charges négatives
et des propriétés acides. Ceux-ci favorisent I'écartement des chaines par des répulsions
électrostatiques et/ou un encombrement stérique, ce qui augmente les interactions
entre le soluté et le solvant.

Individualisation des grains
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Wy Grain a I'état sec
X
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/ Etat final
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—
—
Yo\ \
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ou extrémement faibles plus ou moins fortes

Figure 8 : Structuration de la phase aqueuse en présence de polysaccharide

Enfin les polysaccharides, méme hydratés dans de 'eau, peuvent étre amorphes ou
méme insolubles. Le squelette rigide d'un polysaccharide est dii a des liaisons de type 3
(1—>4) ou 8 (1—>3). Par contre la présence de liaisons de type a (1—2) ou a (1—6)
donne plus de flexibilité aux polymeres (Sutherland, 2001a; Poli et al, 2010). Deux
exemples : le xanthane, qui posséde des liaisons 3 (1—4) dans la chaine principale et qui
a un fort pouvoir épaississant, est utilisé comme additif alimentaire ; le dextrane, dont le
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squelette est fait d’enchainements a (1—6) avec des ramifications en (1—2), (1—>3) ou
(1—4), est utilisé, entre autres, pour la fabrication de "larmes artificielles".

5. Optimisation des conditions de culture

Les EPS sont des produits secondaires du métabolisme bactérien. Pour augmenter la
production d’EPS il faut tout d’abord augmenter la biomasse bactérienne (nombre de
bactéries/mL). Par la suite, selon la phase de croissance dans laquelle 'EPS est produit
et selon les facteurs qui influencent sa production, une optimisation doit étre réalisée
pour obtenir le plus de produit possible. En général, les conditions optimales pour la
production de biomasse ne sont pas exactement les mémes que celles pour la
production d’EPS (Gorret et al., 2001).

5.1. Optimisation de la croissance bactérienne

Le métabolisme des bactéries est considérablement affecté par les conditions
physiques et chimiques de leur milieu de croissance. Les conditions physicochimiques
incluent la température, le pH, la force ionique, la disponibilité de I'oxygene et bien
évidemment la concentration et la nature des substrats. Une analyse détaillée de tous
ces parametres est nécessaire pour optimiser la croissance bactérienne et son
métabolisme secondaire.

5.1.1. Conditions physiques optimales

Les conditions physiques des différents habitats terrestres varient considérablement.
Les besoins optimaux entre les différents genres bactériens, issus de ces habitats,
excluant parfois méme la survie des eucaryotes, sont tres divers. Nous présentons ci-
apres quatre conditions majeures qui peuvent influencer la croissance bactérienne.

5.1.1.1. Température

La température optimale de croissance des bactéries peut varier de facon tres
importante, traduisant celle qui prévaut dans leur écosystéme d'origine. Cette
température peut varier légerement en fonction d'autres facteurs tel que la composition
du milieu de culture (Macedo et al., 2002). En effet le métabolisme bactérien s'accélere
avec une augmentation de la température et par conséquence la croissance bactérienne
est stimulée. Ce phénomene est observé jusqu'a une valeur de température ou des
réactions métaboliques commencent a étre inactivées. A l'inverse, quand la température
est trop basse, I'affinité de bactéries pour leur substrat diminue et leur croissance est
ralentie (Nedwell et al., 1999).

Selon leur optimum de température, les bactéries peuvent étre classées en quatre
groupes : psychrophiles, mésophiles, thermophiles et hyperthermophiles. La grande
majorité des bactéries appartiennent au groupe de mésophiles qui se développent a des
températures entre 20 et 40 °C. C'est le cas en particulier des bactéries du sol, y compris
de bactéries isolées dans un milieu semi-désertique comme Rta.

5.1.1.2. pH

Les bactéries ont également un pH optimal de croissance. De facon générale, ce pH
optimal se situe entre 5 et 9 (bactéries neutrophiles). Quelques especes bactériennes
sont connues pour avoir un pH optimum de 2 (Sulfolobus, Acidithiobacillus) ou supérieur
a 9 (Bacillus firmus), et sont nommeées respectivement acidophiles et alcalophiles.

35



Synthese bibliographique

Dans une culture bactérienne en batch le pH peut évoluer pendant la croissance
bactérienne, résultat de réactions métaboliques qui produisent des molécules acides ou
basiques. Le pH peut influencer négativement la structure des protéines et l'intégralité
des membranes. Un exces d'ions d’hydrogéne (H*), abaissant le pH, modifie la structure
tridimensionnelle des protéines devenant non-fonctionnelles. Un pH élevé, dii a un exces
d'anions hydroxydes (HO-), a un effet direct sur la solubilité des métaux. L’augmentation
du pH des milieux complexes riches en protéines et en peptides, comme par exemple le
milieu TSB (Tryptic Soy Broth), est dii souvent a I'utilisation de ces nutriments comme
source de carbone par les bactéries. Ainsi elles peuvent libérer de 'ammoniaque a partir
des acides aminés car la demande en carbone est beaucoup plus importante par rapport
a celle en azote. L’ammoniaque libéré attire des protons dans une solution aqueuse pour
former des ions ammonium qui provoquent une augmentation dans le pH. La toxicité
des pH extrémes n’est pas une conséquence directe des concentrations en H* et HO- mais
de I'augmentation de la formation d'acides et de bases faibles non-dissociés. Ces acides
et bases non-dissociés, pénétrant plus facilement dans la cellule, sont
physiologiquement plus actifs et toxiques par rapport aux formes dissociées
(VanDemark et Batzing, 1987). C'est la raison pour laquelle des solutions tampons sont
ajoutées, en général dans le milieu de culture, pour stabiliser le pH a un point de
consigne (pH optimal de croissance). Les tampons agissent généralement sur une plage
étroite de pH et par conséquent la composition de tampons varie en fonction du pH
optimal ciblé.

5.1.1.3. Effets osmotiques

Le premier facteur limitant la croissance de tous les organismes vivants est 1'eau. Sa
disponibilité pour les bactéries est un facteur limitant de chacune des quatre phases de
leur croissance. La disponibilité en eau ne dépend pas seulement de la quantité d’eau
mais également de la nature des molécules en solution. La disponibilité de I'eau est
exprimée avec une dimension physique dite "activité de 'eau” (aw). Les valeurs de cette
activité de 1'eau varient entre 0 et 1. La plupart des bactéries ont un taux de croissance
maximum aux environs d’aw = 0,980 a 0,997, ensuite il diminue de facon linéaire.
(Nedwell et al., 1999 ; Foods, 1980).En général les bactéries a Gram négatif sont plus
sensibles a une réduction de I'aw (croissance minimum 0,94-0,96) (Sainclivier, 1985).
Certaines bactéries dites halophiles ont un optimum de croissance a des concentrations
élevées de sels (de 1 a 30 %) (VanDemark et Batzing, 1987). Les bactéries osmophiles
sont capables de survivre et de se développer dans des environnements et des milieux
ayant des concentrations en sucres élevées. Enfin, les xérophiles sont des bactéries
capables de se développer dans des milieux secs (e.g. certaines souches d'Actinobacteria
survivant a une aw de I'ordre de 0,5).

Au final le probleme de la plupart des bactéries est de pouvoir s'adapter a un éventuel
stress osmotique. Cela exige que la cellule accumule des composés appelés "solutés
compatibles" qui soient a la fois physiologiquement non toxiques et "osmotiquement
actifs" pour contrebalancer une pression osmotique trop forte (Miller et Wood, 1996).
La production, 'accumulation et le transport des solutés sont énergétiquement coliteux,
diminuant ainsi I’'absorption des nutriments et la croissance bactérienne et augmentant
le métabolisme vers la biosynthese des solutés nécessaires.
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5.1.1.4. Oxygénation

Selon leurs besoins en oxygene, les bactéries peuvent étre classées en quatre
groupes : bactéries aérobies strictes, aérobies facultatives, microaérophiles et
anaérobies. Les aérobes strictes ne se développent pas en absence d’oxygéene. Certaines
activités enzymatiques des bactéries microaérophiles (nitrogénase, hydrogénase...) sont
inactivées par une teneur normale de l'atmosphére en oxygene (21 %) et exigent des
teneurs de l'ordre de 2 a 10 %. Les bactéries aérobies facultatives se développent mieux
en présence d’oxygeéne, mais continuent a croitre en son absence en utilisant un autre
accepteur terminal d’électrons (e.g. nitrate). Enfin les bactéries anaérobies ne sont pas
capables de tolérer la présence d’oxygene et utilisent donc obligatoirement d'autres
accepteurs terminaux d'électrons.

Pour la croissance des bactéries aérobies cultivées en grand volume, 1'aération par
agitation n'est généralement pas suffisante et nécessite l'injection de bulles d’air stérile
dans le milieu.

5.1.2. Milieu de culture optimal

La croissance bactérienne repose sur l'apport de macronutriments (substrats
carbonés, azotés...) et de micronutriments (cofacteurs, vitamines...) en quantité
suffisante et, si possible, au fur et a mesure de la croissance (fed-bacth) pour éviter
|'apparition de facteur(s) limitant(s).

5.1.2.1. Source de carbone

Dans une cellule bactérienne moyenne, le carbone représente environ 50 % de sa
masse seche ce qui en fait I'élément majeur des besoins nutritifs (VanDemark et Batzing,
1987). Dans les applications industrielles, I'autotrophie pour le carbone n'est utilisée
que pour les bactéries photosynthétiques. De facon générale les bactéries, dont on
cherche a optimiser la croissance en batch ou en fed-batch, sont hétérotrophes pour le C,
et les sources de carbone a haute valeur énergétique (glucides, acides organiques) sont
privilégiées (Rojo, 2010).

5.1.2.2. Source d’azote

Apres le carbone 1'élément le plus abondant dans la cellule bactérienne est I'azote.
Dans une cellule bactérienne moyenne l'azote représente environ 12 % de sa masse
seche (protéines, acides nucléiques...). Quelques especes bactériennes sont autotrophes
pour N car elles possédent une nitrogénase, enzyme leur permettant de réduire 1'azote
atmosphérique (N2) en ammoniaque. Cette propriété n'est jamais utilisée sur un plan
industriel et les sources de N pour les bactéries hétérotrophes (pour N) sont sous forme
inorganique (ammonium ou nitrate) ou sous forme organique (acides aminés, peptides,
peptones ou protéines).

5.1.2.3. Autres macronutriments

Outre le carbone et I'azote, les bactéries ont besoin d’autres macronutriments tels
que le phosphore, le soufre, le potassium, le magnésium, le calcium, le sodium et le fer
(Tableau 8).
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Tableau 8 : Role des macronutriments (autres que C et N) dans le métabolisme bactérien
(VanDemark et Batzing, 1987)

Elément Role pour la bactérie
p Présent dans la nature sous forme de phosphate organique et inorganique. Il est requis
(Phosphore) par la cellule en particulier pour la synthése des acides nucléiques.
Il a un réle structurel dans certains acides aminés (cystéine et méthionine). Le soufre est
S également présent dans plusieurs vitamines comme la thiamine, la biotine, l'acide
(Soufre) lipoique et dans le coenzyme A. La plupart du soufre chez les bactéries provient de
soufre inorganique, sulfate (SO4-) ou sulfure (HS-).
K ] Indispensable pour plusieurs enzymes y compris certaines qui sont impliquées dans la
(Potassium) synthése des protéines.
M,g. Stabilise les ribosomes, les membranes cellulaires et les acides nucléiques. Il est encore
(Magnésium) requis dans 'activité de plusieurs enzymes.
Cf" Il n’est pas essentiel pour la croissance de la plupart des bactéries mais favorise la
(Calcium) stabilisation de la paroi.
N_‘" Requis par certaines mais pas toutes les bactéries et son besoin reflete souvent I’habitat
(Sodium) d'origine de la bactérie (halophilie).
Fe Roéle majeur dans la respiration cellulaire. La plupart du fer est insoluble et plusieurs
(Fer) bactéries produisent des molécules telles que les sidérophores qui lient, solubilisent et

transportent le fer dans les cellules.

5.1.2.4. Micronutriments (éléments traces)

Les micronutriments sont des métaux requis en quantités infimes. Néanmoins, leur
disponibilité dans le milieu est essentielle pour permettre 1'expression de nombreuses
fonctions cellulaires. La plupart de ces métaux jouent un réle structurel dans un grand
nombre d'enzymes (Tableau 9).

Tableau 9 : Micronutriments nécessaires a la structure de protéines (VanDemark et Batzing,

1987)
Eléments Présent dans :
Co Vitamine B12 ; transcarboxylase (bactéries propioniques)
(Cobalt) ’
Cu Certaines protéines impliquées dans la respiration (cytochrome C oxydase) ou dans la
(Cuivre) photosynthese (plastocyanines) ; certaines superoxide dismutases
Mn Activateur de plusieurs enzymes ; présent dans certains superoxide dismutases et dans
(Manganeése) des enzymes de la décomposition de 1'eau du photosysteme II
Mo Présent dans des enzymes contenant des flavines ; nitrogénase, nitrate réductase,
(Molybdeéne) certaines formate-déshydrogénases, oxo-transférases
Ni La plupart des hydrogénases ; coenzyme F430 des bactéries méthanogénes; monoxyde
(Nickel) de carbone déshydrogénase ; uréase
. ,Se Formate déshydrogénase ; certaines hydrogénases ; sélénocystéine
(Sélénium) ’ ’
Zn Anhydrase carbonique ; alcool déshydrogénase ; polymérases d'ARN et d'ADN ;
(Zinc) plusieurs protéines qui lient I'ADN
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5.1.2.5. Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des composés organiques qui sont requis comme les
micronutriments en faible quantité. Les facteurs de croissance incluent des vitamines,
des acides aminés, des purines et des pyrimidines. Bien que la plupart des bactéries
soient capables de synthétiser tous ces composés (prototrophes), certains
microorganismes nécessitent qu'un ou plusieurs de ces composés soit(ent) ajouté(s) au
milieu de culture (auxotrophes).

Les vitamines sont les facteurs de croissances le plus souvent nécessaires. La plupart
des vitamines agissent comme coenzymes. Certaines bactéries, comme par exemple les
bactéries lactiques (Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc), sont connues pour leur
besoin en vitamines (Chambra et al., 1994). Les vitamines les plus souvent requises par
les bactéries sont la thiamine (vitamine B1), la biotine, la pyridoxine (vitamine B6) et la
cobalamine (vitamine B12) (VanDemark et Batzing, 1987).

5.1.2.6. Milieu complexe et milieu défini

Deux grandes catégories de milieu de culture sont utilisées en microbiologie : milieux
chimiquement définis et milieux chimiquement peu ou pas définis (complexes). Les
milieux chimiquement définis sont préparés en mélangeant des quantités précises de
chaque molécule organique ou inorganique. L'intérét d’utiliser un tel milieu peut étre le
fait que cela permet d'optimiser le colit du milieu en fonction des besoins de la bactérie.
Un autre avantage est que pour la production de composés d’'intérét secrétés par les
bactéries dans le milieu de culture, ces composés seront plus facilement isolés et
purifiés. Cependant, dans nombreux cas, la connaissance de la composition exacte d'un
milieu n’est pas cruciale et I'utilisation d'un milieu de culture complexe peut méme étre
avantageuse.

5.2. Optimisation de la production d’EPS

L'optimisation de la production d'un EPS doit se faire de facon spécifique pour
chaque souche productrice en tenant compte a la fois de ses besoins pour la production
de biomasse et de la nature de I'EPS a synthétiser. Les conditions de culture peuvent
avoir un impact important sur la production d’EPS non seulement au niveau de son
rendement mais aussi de sa masse moléculaire et de sa composition biochimique (Kaci
etal, 2005 ; Morin, 1998).

5.2.1. Température

Le role de la température sur la production d’EPS est variable. La production d’EPS
est souvent favorisée par des températures inférieures a la température optimale de
croissance (Farrés et al., 1997 ; Gorret et al., 2001; Kojic et al., 1992 ; Sutherland, 2001b ;
Van den Berg et al, 1995). Sutherland (2001b) suggere que quand la croissance
cellulaire est ralentie par une température inférieure a I'optimale, la synthese de la paroi
cellulaire est également ralentie, rendant plus disponibles les isoprénoides phosphates
nécessaires a la synthese de I'EPS. Il est proposé que la disponibilité de ces lipides
isoprénoides contréle le niveau de synthése d’EPS. Cependant d'autres travaux
montrent que la production maximale de I'EPS s'effectue a la température optimale de
croissance (De Vuyst et al., 1998; Vermani et al., 1997) ou a une température légerement
supérieure (Garcia-Garibay et Marshall, 1990; Macedo et al., 2002). Macedo et al. (2002)
ont mis en évidence une relation entre la croissance et la production d’EPS en fonction
de la température : aux températures inférieures a 1'optimale, la production d’EPS est
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associée a la croissance, alors qu'aux températures supérieures a l'optimale, le
rendement en EPS n’est plus couplé avec la croissance cellulaire se prolongeant pendant
la phase stationnaire.

5.2.2. pH

La croissance bactérienne et la production d’EPS sont dépendantes du pH de milieu
de culture (Petry et al, 2000; Van den Berg et al., 1995). Souvent le pH optimal pour la
production d’EPS est proche de celui pour la croissance bactérienne (Gamar-Nourani et
al, 1998). Néanmoins, il existe des exceptions (Gorret et al., 2001). Une étude de Kiigiik
et Kivang (2009) indique que les valeurs extrémes du pH ameénent a une forte
diminution du rendement en EPS, en particulier a pH acide. Des résultats similaires ont
été observés par Vermani et al. (1997). Enfin méme si le pH optimal pour la production
d’EPS dépend de l'espece bactérienne, selon plusieurs auteurs, pour la plupart des
especes ce pH optimal est la neutralité (Vermani et al, 1997 ; Williams et Wimpenny,
1977 ; Wilkinson, 1958). Dans tous les cas, I'optimisation du rendement de production
de I'EPS passe par la régulation du pH tout au long du processus.

5.2.3.  Disponibilité en I'oxygéne

L’oxygéne est essentiel pendant la phase de croissance des bactéries aérobies
productrices d'EPS et pendant la phase de production de 'EPS (De Vuyst et al., 1998). La
disponibilité en oxygene est limitée par son taux de diffusion dans le milieu de culture.
Dans les bioréacteurs, I'agitation mécanique permet d'améliorer la disponibilité de 1'02
pour la croissance des bactéries qui va dépendre de la vitesse d'agitation. Cependant
I'influence de l'agitation sur la production d’EPS n’est pas claire. Certaines études
mettent en évidence une production optimale d’EPS en conditions de faible agitation
(Dudman, 1964 ; Kiicliik et Kivang, 2009), alors que d'autres démontrent que la
production d’EPS est a son maximum dans des conditions de forte aération (Duta et al.,
2006 ; Lee et al, 2001). D'ou la nécessité d'adapter les conditions d'aération (agitation
et/ou bullage d'air stérile) a la bactérie productrice d'EPS.

5.2.4. Source de carbone

Les bactéries ont une capacité a utiliser différents substrats carbonés pour leur
croissance et la production d'EPS (Stiilke et Hillen, 1999), mais le rendement de
production d’EPS peut varier en fonction du substrat carboné utilisé (Cerning et al.,
1994 ; Datta et Basu, 1999 ; Degeest et De Vuyst, 2000 ; Grobben et al. 1996). L'influence
de la nature de substrat carboné sur la composition biochimique de I'EPS doit étre
vérifiée pour chaque souche dont on cherche a optimiser la production d'EPS. La plupart
des études concluent que la composition chimique reste constante en présence de
différentes sources de carbone (Breedveld et al., 1994 ; Degeest et De Vuyst, 2000 ;
Manca de Nadra et al., 1985 ; Van den Berg et al, 1995 ; Wilkinson et al, 1955 ; Williams
et Wimpenny, 1977), tandis que d’autres indiquent que la composition chimique de
I'EPS est variable selon la nature du substrat carboné utilisé (Cerning et al., 1994 ;
Grobben et al,, 1996 ; Kojic et al., 1992 ; Petit et al., 1991 ; Petry et al., 2000).

5.2.5. Source d’azote

Les bactéries productrices d'EPS peuvent utiliser plusieurs sources d’azote incluant
géneéralement 'ammonium, le nitrate et les acides aminées (Amarger, 2001; Sutherland,
1990). Selon Sutherland (1990) les sels d'ammonium et les acides aminés sont les plus
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fréquemment utilisés. L'importance du choix de la source d’azote est liée au fait que les
rendements de production d’EPS peuvent varier selon la nature de la source d'azote
utilisée (Datta et Basu, 1999 ; De et Basu, 1996 ; Degeest et de Vuyst, 1999). Degeest et
de Vuyst (1999) ont également montré que la masse moléculaire de I'EPS formé est
influencée par la nature de la source d’azote (Degeest et de Vuyst, 1999).

En fait un facteur tres important dans l'induction de la production d'EPS et sur lequel
il y a un bon accord entre plusieurs différents études est le ratio C/N plus élevé par
rapport a celui nécessaire pour la croissance bactérienne (Corpe, 1964 ; D'Haeze et al.,
2004 ; Duguid et Wilkinson, 1953 ; Farrés et al., 1997 ; Quelas et al, 2006 ; Williams et
Wimpenny, 1977). Ce phénomeéne est di au fait que dans ces conditions, tout le surplus
de carbone restant peut étre utilisé spécifiquement pour la synthése d’EPS.

5.2.6. Autres nutriments

Outre le role important de la nature et la concentration en C et en N, d'autres
éléments tels que le potassium, le calcium, le magnésium, le manganese et le phosphate
doivent étre également pris en compte pour la production d'EPS (Bergersen, 1960 ; De
Souza et Sutherland, 1994 ; Vanhooren et Vandamme, 1998). Par exemple l'apport de
calcium dans le milieu augmente la production d’EPS chez Myxococcus xanthus (Kim et
al, 1999). L'addition de manganese dans un milieu de Lactobacillus casei CRL 7 double la
production d’EPS (Kim et al.,, 1999 ; Mozzi et al., 1995a ; Mozzi et al., 1995b). Certaines
études ont montré que la limitation en différent nutriments, comme par exemple le
phosphate et le soufre, peuvent améliorer la production d’EPS (Doherty et al,, 1988 ;
Leigh et Walker, 1994). L'ajout de vitamines dans le milieu de culture de Rhizobium sp.
stimule la croissance bactérienne et la production d’EPS (Bergersen, 1960 ; De et Basu,
1996).

5.2.7. Phase de croissance bactérienne

La croissance bactérienne s’effectuant dans un systéme de culture en batch et la
production d’EPS liée varient en fonction du temps. Par exemple certains EPS sont
produits pendant la phase exponentielle de croissance, tandis que d'autres ne sont
produits que vers la fin de la phase exponentielle ou pendant la phase stationnaire
(Sutherland, 2001b). Deux exemples de synthese d’EPS, s’effectuant pendant la phase
exponentielle de croissance, sont la production de gellane et celle de cellulose
bactérienne (Chawla et al., 2009; Fialho et al., 2008). Chez Xanthomonas sp., 'initiation
de la production de xanthane s’effectue pendant la phase exponentielle de croissance,
mais le taux de production d'EPS se poursuit alors que la croissance bactérienne est
ralentie voire arrétée. (Yang et al., 2007). Certains EPS sont produits seulement vers la
fin de la phase stationnaire comme le curdlan (McIntosh et al, 2005). Plusieurs études
ont monté que si le rendement en EPS varie avec la phase de croissance bactérienne, sa
composition reste constante pendant le cycle de croissance en batch (Breedveld et al,
1993 ; De Vuyst et al., 1998).

6. Méthodes d’extraction/purification des EPS

Les objectifs principaux de I'extraction d'un EPS sont d'obtenir un rendement optimal
en EPS sans modifier sa composition et sans lyser les cellules bactériennes (risque de
libération de toxines et autres composés indésirables). La nature des EPS récoltés
dépend fortement de la méthode d’extraction utilisée. En général ces méthodes reposent
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sur des principes physiques et/ou chimiques. L’extraction physique des EPS consiste a
utiliser des techniques de centrifugation, d’homogénéisation, de mélange, de sonication
ou de traitement par la chaleur. Les méthodes chimiques impliquent 'utilisation de
diverses substances chimiques pour rompre les liaisons au sein de la matrice
exopolymerique afin de faciliter la mise en solution de I'EPS. En général, le rendement
d’extraction par simples méthodes physiques est plus faible que celui obtenu en
combinant les méthodes physiques et chimiques.

Comme mentionné dans le paragraphe 1.1. de la synthese bibliographique, les EPS
bactériens peuvent se détacher facilement de la surface bactérienne et étre libérés dans
le milieu de culture ou rester fermement liés a la surface cellulaire. Les protocoles
d’extraction doivent étre adaptés a cette caractéristique de liaison des EPS a la surface
bactérienne. Parmi les différents protocoles pouvant étre mis en ceuvre, il faut
également prendre en compte les propriétés physico-chimiques des EPS, en particulier
la nature et la quantité de charges exposées (neutre vs polyanionique), afin d’optimiser
le protocole d'extraction.

6.1. Extraction d’EPS

Le protocole standard pour extraire un EPS facilement détachable de la surface
cellulaire est simple a mettre en ceuvre. Dans la plupart des cas, il comprend trois étapes
principales : les cellules bactériennes sont tout d'abord éliminées, I'EPS est ensuite
précipité dans l'alcool, le plus souvent I’éthanol, et enfin le polymeére est récupéré
(Matsuyama et al., 1999; Liu et al., 2013).

L’élimination de la biomasse cellulaire s’effectue le plus souvent par une
centrifugation, séparant les bactéries, qui restent dans le culot, de I'EPS, qui reste en
suspension dans le surnageant. Quand la viscosité du milieu est trop importante, celui-ci
peut étre soit dilué avec de I'eau distillée, soit chauffé pour inactiver les bactéries et les
enzymes dégradant le polymere et, en méme temps, diminuer la viscosité (Capron et al.,
1998 ; Kanmani et al, 2011 ; Torres et al, 2011). Un traitement enzymatique peut
également faciliter 1’élimination des cellules (Patton, 1962). Par exemple, Murofushi et
al. (1997) ont développé un procédé utilisant des protéases alcalines et le lysozyme. Il
est également possible d’utiliser des traitements chimiques qui conduisent a la lyse
cellulaire, mais dans ce cas I'agent chimique risque d'étre responsable de I'hydrolyse de
I’EPS (Smith et Pace, 1982). De fagon générale, I'élimination chimique ou enzymatique
des cellules est a éviter a cause du relargage de produits intracellulaires pouvant
contaminer le produit final.

L’étape suivante consiste a précipiter les EPS dans I'alcool.

6.2. Extraction d’EPS fermement attaché a la surface cellulaire

Le détachement des EPS fortement liées aux bactéries nécessite des méthodes
spécifiques d’extraction (Flemming et Wingender, 2010). Ceci ne facilite pas I'extraction,
d’autant plus que le protocole utilisé doit rester suffisamment doux pour ne pas
endommager les cellules et ainsi contaminer les EPS avec des polymeéres intracellulaires.
L'extraction commence par la dispersion des constituants de la membrane externe en
rompant les interactions physico-chimiques impliquées dans la fixation de 1'EPS
(Flemming, 2011). Ainsi, les liaisons ioniques peuvent étre rompues avec un agent
complexant (EDTA ou EGTA) ou une résine échangeuse de cations (Dowex®). Les
méthodes d’extraction utilisant ces agents chimiques permettent d’éliminer les cations
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bivalents (essentiellement Ca2* et Mg2*) impliqués dans les interactions ioniques des
EPS chargés (polysaccharides polyanioniques). Par ailleurs, des méthodes d’échanges de
cations basées essentiellement sur l'utilisation de NaCl ont été employées pour
I'extraction des EPS de Pseudomonas putida et de Pseudomonas fluorescens (Read et
Costerton, 1987). D'autres méthodes d'extraction utilisent le traitement alcalin par
I'addition de soude qui induit la formation de groupes chargés tels que des groupes
carboxyles dans les protéines et les polysaccharides. Il en résulte une forte répulsion
entre les EPS et permet alors leur solubilisation. Une hydrolyse alcaline de certains
polymeéres peut étre réalisée pour rompre les liaisons covalentes (disulfures des
glycoprotéines) (Zayas, 1997). De tels traitements sont réalisés dans des conditions de
pH variant entre 9 et 13, grace a l'addition de NaOH (Myszka et Czaczyk, 2009). Un
traitement alcalin peut étre couplé a d'autres techniques d’extraction. Par exemple Tago
et Aida (1977) utilisent des techniques basées sur I'élévation du pH (avec NH4+OH)
couplée a une digestion enzymatique pour l'extraction des EPS. D'autres protocoles
reposent, a l'inverse, sur une baisse du pH. L’acide trichloracétique (TCA) est souvent
utilisé en raison de sa capacité a précipiter les protéines, facilitant non seulement
'extraction des EPS mais également leur purification partielle (Ozturk et Aslim, 2010 ;
Gorska-Fraczek et al, 2011; Sawén et al, 2010). D'autres traitements acides sont
également possibles, comme par exemple I'extraction au Tris-acétate (Starr et al., 2013)
ou a l'acide sulfurique (Sun et al., 2012).

Cependant, l'utilisation de ces traitements chimiques pour séparer les EPS des
cellules bactériennes peut conduire a la déstructuration des parois cellulaires et donc a
la libération de constituants cellulaires dans le milieuy, notamment des
lipopolysaccharides. Ils contaminent les échantillons et/ou modifient les propriétés
biochimiques des EPS (Comte et al, 2006). Il existe plusieurs tests permettant de
déterminer la présence de contaminants pouvant provenir d'une lyse cellulaire : dosage
de l'enzyme intracellulaire glucose-6-phosphate déshydrogénase ou dosage de I'ATP.
Une présence significative de ces deux molécules intracellulaires dans les échantillons
d’EPS révéle une contamination par des polymeres intracellulaires. L’ADN, quant a lui,
ne peut pas étre un bon témoin de lyse puisqu'’il peut étre présent naturellement dans la
matrice extracellulaire, mais une concentration trop élevée dans I’échantillon extrait
peut étre un bon indice. Des méthodes plus directes, comme I'observation au
microscope ou 'utilisation du kit Live/Dead, sont aussi des moyens efficaces de controle.
Une protection des cellules contre la lyse est parfois recherchée par l'utilisation de
formaldéhyde ou de glutaraldéhyde (Azeredo et al., 2003).

6.3. Purification des EPS extraits

La purification représente la séparation physique d’'une substance chimique d’'intérét
de substances contaminants ou plus largement de molécules non-cibles. Dans ce
contexte la purification des EPS a partir de la culture bactérienne signifie I’élimination a
la fois des microorganismes producteurs et leurs métabolites secrétés, des composants
du milieu de culture et des composés chimiques utilisés pendant I'extraction. Les
composés non désirés incluent les protéines, les acides nucléiques, les lipides, les
différents sels provenant du milieu, les solvants et les agents chimiques. L'utilisation de
milieux complexes, contenants une large gamme de molécules pour la culture
bactérienne augmente la difficulté de la purification des EPS détachés. Dans certains cas
particuliers, des étapes supplémentaires de purification sont nécessaires pour éliminer
les protéines et autres composés. Par exemple pour les EPS obtenus a partir de milieux
de culture trés riches en protéines (comme le lait écrémé pour les bactéries lactiques)
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trois approches sont souvent utilisées : la précipitation avec des quantités variables de
TCA (concentration finale de 4 a 14 %), la digestion avec des protéinases ou la
combinaison des deux (Ruas-Madiedo et de los Reyes-Gavilan, 2005 ; Sdwén et al,, 2010 ;
Gorska-Fraczek et al, 2011). Plusieurs protéinases peuvent étre utilisées pour la
purification, mais le plus souvent dans la littérature sont citées la protéinase K (Starr et
al, 2013) et la pepsine (Liu et al, 2010). Il existe également des traitements, comme la
méthode Sevag, qui permettent d’éliminer les protéines et les lipides simultanément (Su
et al, 2013). L’élimination des acides nucléiques se fait le plus souvent
enzymatiquement par digestions avec une RNase et une DNase (Gorska-Fraczek et al.,
2011 ; Starretal., 2013).

D'autres procédures relativement simples a mettre en ceuvre comme la filtration, la
dialyse et la lyophilisation sont également appliquées pour la purification des EPS. Les
techniques de filtration membranaires incluent la microfiltration, l'ultrafiltration, la
diafiltration et la filtration tangentielle. La filtration par les membranes synthétiques
permet la séparation des molécules d’EPS de composés ayant une faible masse
moléculaire. Les différences entre les procédures de filtration sont généralement basées
sur la différence de la taille des pores des membranes. La dialyse a, elle aussi, toute son
importance car elle permet d’éliminer les molécules de faible masse moléculaire, ce qui
est primordial lors de la purificationt de I'EPS a partir de milieux de culture tres riches
en sels. Ces derniers peuvent en effet perturber les étapes ultérieures de caractérisation
des EPS, comme les dosages colorimétriques ou les analyses par chromatographie. Enfin
la lyophilisation permet de se débarrasser des composés volatiles comme I'éthanol.

Apres lyophilisation les EPS peuvent étre purifiés par des techniques de
chromatographie. Cette purification supplémentaire est surtout nécessaire pour des
échantillons utilisés pour des analyses structurales. Les parametres impliqués dans le
choix des techniques chromatographiques adaptées a la nature de I'EPS sont la charge,
la solubilité et 1a masse moléculaire. La séparation par taille se fait par chromatographie
d’exclusion stérique. Elle est souvent appliquée dans les cas de complexes
macromoléculaires ou de molécules de haute masse moléculaire non chargées. La
chromatographie ionique est applicable pour des EPS chargés ou neutres. Enfin les
fractions de la chromatographie sont récupérées et analysées.
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Chapitre 1 : Optimisation des conditions de culture pour la production d’EPS par
R. tataouinensis TTB310
Dans ce chapitre nous présentons les résultats des travaux visant a optimiser la
croissance bactérienne de Ramlibacter tataouinensis TTB310 (Rta) sous forme de kystes,
afin de maximiser la production d'EPS par cette souche. L’hypothése sous-jacente a ce
travail de these est que I'EPS de Rta pourrait avoir une composition et une structure
originale et donc des propriétés particulierement intéressantes, permettant par exemple
d'expliquer la tolérance de cette bactérie a la dessiccation. Comme nous allons le voir
dans ce chapitre, 'optimisation du milieu de culture est originale par rapport a celle qui
a été mise en ceuvre pour d'autres bactéries utilisées pour des applications
biotechnologiques. Pour mieux comprendre les différences, nous avons défini trois
objectifs a atteindre : i/l'optimisation de la production de biomasse, ii/l'enrichissement
de la biomasse en kystes et iii/l'optimisation de la production d'EPS par les kystes. Si
nous comparons cette optimisation avec celle des souches productrices d’EPS utilisées
industriellement (e.g. Xanthomonas, Rhizobium), la principale différence réside dans le
fait que nous devons optimiser la croissance de kystes pour optimiser la production
d'EPS. Ce point est particulierement original, car cette bactérie est capable de se diviser
sous forme de batonnets mais aussi de Kkystes, contrairement aux autres bactéries
produisant des Kystes et pour lesquelles seule la division des batonnets n'est possible
(e.g. Azotobacter, Azospirillum, Rhodospirillum).

J'ai réalisé et interprété la totalité des expériences présentées dans ce Chapitre 1, qui
ont été effectuées au LEMIRE pour les cultures en batch et dans les locaux de la société
ARD (Pomacle, Reims) pour les cultures en fed-batch, grace aux conseils de Ghislain
SANHAJL

1. Introduction

En guise d'introduction, nous allons présenter dans un premier temps les
connaissances acquises sur cette bactérie, en particulier en relation avec son cycle
cellulaire et sa capacité a produire un EPS.

1.1. Le cycle cellulaire de R. tataouinensis TTB310

La bactérie utilisée dans le cadre de cette étude est Ramlibacter tataouinensis
TTB310. A la suite de I'isolement de Ramlibacter tataouinensis TTB310 (Rta) (Heulin et
al, 2013), la premiere caractéristique tres intéressante observée a été son cycle
cellulaire. En effet, le cycle cellulaire de Rta comporte une phase de différenciation (de
kystes en batonnets) et une phase de dé-différenciation (de batonnets en kystes) (Fig.
9).
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Figure 9 : Schéma du cycle cellulaire de Ramlibacter tataouinensis sur milieu TSA/10
(De Lucaetal, 2011)

Le fait que les deux formes soient capables de se diviser, et plus particulierement la
division des kystes, est une propriété originale de cette bactérie. Par définition, chez les
autres especes bactériennes connues pour s'enkyster comme par exemple Azotobacter
et Azospirillum les kystes sont quiescents (i.e. incapables de se diviser) et sont surtout
capables de tolérer la dessiccation (Socolofsky et al, 1962 ; Sadasivan et Neyra, 1985).
En effet les kystes de Rta, méme s'ils sont capables de se diviser, ont toutes les
caractéristiques d'un kyste dans le mesure ou I'EPS produit par ces formes sphériques
permet a la bactérie de tolérer la dessiccation, tandis que les batonnets sont des formes
mobiles qui se déplacent par "gliding motility" sur un milieu gélosé, ne produisant pas
d'EPS (Benzerara et al.,, 2004 ; Gommeaux et al., 2005).

Dans ce chapitre, nous présentons des résultats relatifs a la production d’EPS par les
kystes de Rta, en soulignant les difficultés rencontrées dans l'optimisation de la
croissance de Rta et la production d'EPS. Tout ceci en liaison avec la petite taille de la
bactérie sous forme de batonnets, la forte adhésion de I'EPS a la paroi cellulaire et la
quantification de la production d’EPS.

1.2. Production d’EPS par les kystes de R. tataouinensis TTB310

L'analyse du génome de Rta TTB310 (de Luca et al, 2011) a permis de mettre en
évidence que la majorité (28/40) des glycosyl-transférases (GTs) sont impliquées dans
la formation de liaisons glycosidiques de type "équatoriales” (liaisons de type 3). Il en va
de méme pour les glycosyl-hydrolases (GHs) qui sont quasiment toutes impliquées dans
I'hydrolyse des liaisons de type 3 (24/25). Afin de confirmer que l'enchainement des
résidus glucosidiques de I'EPS de Rta implique des liaisons glycosidiques de type 3, nous
avons utilisé une méthode de révélation des EPS, impliquant des liaisons glycosidiques

47



Chapitre 1 : Optimisation des conditions de culture pour la production d’EPS par

R. tataouinensis TTB310

de type 3 1-3 ou 3 1-4, qui repose sur leur coloration au Calcofluor-white, suivie d'une
observation en microscopie a fluorescence.

Cette technique a été appliquée sur des colonies de Rta aprés 5 jours de culture. A
I'échelle d'une colonie, on observe des kystes essentiellement au centre des colonies et
des batonnets a la périphérie des colonies. Dans la zone de mélange "kystes + batonnets"
(Fig. 10A), seules les zones contenant des kystes présentent une fluorescence (Fig. 10B).
Dans la zone "frontiere", entre kystes et batonnets (Fig. 10C), seule la partie supérieure
contenant des kystes est fluorescente (Fig. 10D).

C

Figure 10 : Production d’EPS que par les kystes, observée par microscopie optique et
microscopie en fluorescence des colonies de Rta marquées au Calcofluor-white. Les colonies ont
été obtenues sur milieu TSA/10 + 3-hydroxybutyrate 10 mM, incubées a 30 °C pendant 5 jours.
A) et C) Images en microscopie optique du bord de deux colonies ou les kystes et les batonnets
sont bien différenciables. B) et D) Images en microscopie a fluorescence correspondant
respectivement aux photos A) et C) montrant la fluorescence émise par les kystes. Barre
d'échelle : 20 um (microscope : grossissement x1000)

L'observation d'un agrégat de kystes (Fig. 11A) met en évidence une fluorescence de

I'ensemble des kystes (Fig. 11B) avec, a I'échelle d'un kyste en périphérie de 1'agrégat,
une fluorescence plus intense autour des kystes.
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e

LN Wil AL e
Figure 11 : Image plus détaillée de la fluorescence d’EPS réalisée par I'observation d'une colonie
de Rta en microscopie optique (A) et microscopie en fluorescence (B). La colonie a été obtenue
sur un milieu TSA/10 en présence de NaCl 0,4 % a 30 °C pendant 5 jours et ensuite marquée au
Calcofluor-white. Un exemple de kyste, montrant une fluorescence maximale en périphérie, est
entouré par un cercle bleu. Barre d'échelle : 20 pm (microscope : grossissement x1000)

Ces expériences de marquage des colonies de Rta au Calcofluor-white
confirment que seuls les Kkystes synthétisent un EPS et que les liaisons
glycosidiques impliquées dans cet EPS sont de type 3 1-3 et/ou 3 1-4.

2. Matériel et Méthodes

La bactérie utilisée dans ce travail est R. tataouinensis TTB310 (Rta) fournie par le
laboratoire d’écologie microbienne de la rhizosphére et Environnement extrémes
(LEMIRE, CEA Cadarache). R. tataouinensis TTB310 est f3-protéobactérie isolée au
LEMIRE a partir de sable enrobant un fragment de météorite, dans la région semi-
désertique de Tataouine (Tunisie) (Heulin et al.,, 2003).

2.1. Cultures de Rta en batch (tubes, Erlenmeyers)

2.1.1. Milieux de culture

Le milieu utilisé pour la culture de Rta est le TSB dilué au dixieme (TSB/10 pour
Tryptic Soy Broth/10) contenant tous les cofacteurs permettant sa croissance. Le
TSB/10 (Difco) est composé de :

[g/L]
Peptone de caséine 1,7
Peptone de soja 0,3
Dextrose 0,5
NacCl 0,5
K2HPO4 0,25
Eau ultrapure gsplL
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Pour tester I'effet des sources de carbone, le milieu TSB/10 a été supplémenté par un

des composés suivants : acétate de sodium, succinate de sodium, 3-hydroxybutyrate de

sodium, lactate de sodium, a différentes concentrations : 10 ; 20 ou 40 mM. L’effet des

carbonates a été examiné en ajoutant dans le milieu TSB/10 du carbonate de calcium, du

bicarbonate de sodium ou du carbonate de potassium aux concentrations finales
suivantes: 5,10 ou 15 mM.

La tolérance a la pression osmotique a été testée en présence de 2 g/L et 5 g/L de
saccharose ajouté dans le milieu TSB/10. La tolérance a la force ionique en fonction de la
présence de systéme tampon a été testée en ajoutant au TSB/10 différentes
concentrations de Na2HPO4 et KH2PO4 : respectivement 6 et 3 g/L ;3 et 1,5g/L;1et0,5
g/L. Le pH est ajusté a 7,4 avec KOH et HCl avant la stérilisation du milieu.

Les essais de résistance a la force ionique ont été réalisés dans le milieu suivant
(TSB/10 sans NaCl) :

[g/L]
Peptone de caséine 1,7
Peptone de farine de soja 0,3
Dextrose 0,5
K2HPO4 0,25
Eau ultrapure gsplL

dans lequel KCI est ajouté aux concentrations finales suivantes (%) : 0,05; 0,3; 0,4 et
0,6;, ou NaCl aux concentrations finales suivantes (%) : 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,45; 0,5; 0,6; 0,8 et 1. Des essais supplémentaires de tolérance a la pression osmotique
ont été réalisés en ajoutant du saccharose (2 ou 5 g/L) au TSB/10.

L’effet du NaCl sur I'enkystement a été testé en rajoutant dans les cultures de Rta,
apres 3 jours de croissance TSB/10+10 mM lactate, une solution stérile de NaCl 10 %
jusqu’a concentration finale de 0,4 %.

La croissance de Rta a également été testée en présence de concentrations variables
en caséine, peptone et extrait de levure :

[g/L]
Peptone de caséine 0 |05|10/|1,5

Extrait de levure 0102|0304
NacCl 0,5
K2HPO4 0,25

L’influence des micro- et macro-éléments sur la croissance de Rta a été examinée dans
un milieu composé de :

Tryptone 4,0 /L

Extrait de levure 1,3g/L

Lactate Concentration finale 10 mM
Solutions minérale 50 mL

Eau ultrapure gsp1lL

Solution minérale

EDTA (Tritriplex II) 0,4 g/L

MgS0s4, 7H20 2,0g/L

CaClz, 2H20 2,0 g/L
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FeS04, 7H20 0,44 g/L
Solution d’éléments 20 mL
Eau ultrapure gsplL
Solution d’éléments

ZnS04, 7H20 0,24 g/L
MnS04, H20 1,59 g/L
NazMo04, 2H20 0,75 g/L
H3BO03 2,8¢g/L
Cu(NO3)2, 3H20 0,01 g/L
Eau ultrapure gsplL

Le pH a été ajusté a 7,0 avec KOH et HCL La solution minérale et la solution
d’éléments ont été préparées séparément et stérilisées respectivement par autoclavage
et par filtration (diametre des pores : 0,2 um). IlIs ont été ajoutés apres la stérilisation
par autoclavage des autres composants en solution.

Tous ces milieux ont été stérilisés par autoclavage pendant 20 min a 121 °C.

2.1.2. Conditions de culture

Les essais de comparaison des sources de carbone, de développement en présence
des carbonates, de tolérance a la pression osmotique, d'optimum de température et de
concentration en tryptone et extrait de levure, pour la croissance de Rta ont été réalisés
dans des tubes a essai de 30 mL contenant 10 mL de milieu de culture. Les essais
d’influence des micro- et macro-éléments ont été réalisés dans des fioles erlenmeyer de
500 mL contenant 100 mL de milieu de culture. Les expériences d’estimation de poids
sec ont été réalisées dans des fioles erlenmeyer de 500 mL contenant 150 mL de milieu
de culture. Généralement deux a trois répétitions ont été faites pour chaque traitement.
La durée de la culture a été fixée a 3 jours, I'agitation a 150 rpm. Dans les milieux ou Rta
se développait moins bien, la durée de culture a été prolongée jusqu’a une semaine. La
température était de 30 °C sauf dans le cas ou son effet a été testé (20, 25 et 30 °C). La
recherche de I'optimum de pH a été effectuée en ajustant le pH du milieu TSB/10a 6,5 ;
7:8:8,5avec de NaOH ou HCI.

2.1.3. Dépots de cultures liquides sur milieu solide

Pour évaluer la croissance de Rta et sa production d’EPS nous avons déposé une
goutte de 15 pL de pré-culture de Rta (TSB/10) sur différents milieux gélosés (TSB/10 +
15 g/L agar) :

- TSA/10 supplémenté de différentes sources de carbone : 3-hydroxybutyrate (10
ou 20 mM); succinate 10 mM ; acétate 10 mM; lactate 10 mM;

- TSA/10 avec une concentration finale en NaCl de 0,3 % ou 0,4 % ;

- TSA/10 supplémenté de saccharose 2 ou 5 g/L

- Controle TSA/10.

Dans certains cas, une goutte de 15 pL de pré-culture dans TSB/10 + 20 mM R3-
hydroxybutyrate a été déposée sur un milieu TSA/10 + 0,4 % NacCl.

Les cultures ont été incubées sous agitation (150 rpm), pendant 3 jours, a 30 °C.
Deux répétitions ont été faites pour chaque traitement et le dépot effectué apres 3 jours
de pré-culture. La croissance sur milieu gélosé a été réalisée a I'obscurité, a 30 °C
pendant 4 jours.
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2.1.4. Estimation de la masse de matiére séche

Des filtres au seuil de coupure 0,2 pm (Whatman) ont été séchés dans une étuve a
60 °C pendant 12 h. Par la suite leur masse a été mesurée rapidement pour obtenir les
valeurs de masse de matiere seche. Ils ont été ensuite laissés pendant 10 min a
température ambiante pour aider a la réhydratation. La filtration des cultures
bactériennes par la suite a été faite a I'aide d'une pompe a vide (Laboport). Les filtres
contenant les cellules bactériennes des cultures ont été laissés a sécher a 60 °C pendant
12 h. Les filtres sont pesés et la masse de matiere seche des bactéries est obtenue par la
soustraction de la masse de matiere seche des filtres.

2.1.5. Dénombrements bactériens et observations en microscopie

La pureté de toutes les cultures de Rta a été vérifiée en microscopie en contraste de
phase avec un microscope a contraste interférentiel (BX50, Olympus), équipé d'un
objectif x100 (UPlanApo, ouverture numérique = 1,35, immersion d’huile). Les images
obtenues avec le microscope ont été prises avec une caméra CCD (F-View, Olympus). Les
cultures de Rta, contenant des kystes et des batonnets ayant une taille et une forme
particulieres, sont facilement différenciables d'éventuelles bactéries contaminantes.

La croissance de Rta, dans les différentes conditions de culture, a été suivie par
comptage des colonies sur milieu gélosé (cfu/mL). Pour ce faire trois gouttes de 5 pL des
suspensions dilutions de la culture ont été déposées sur le milieu TSA/10 (TSB/10 avec
15 g/L de I'agar). Apres une incubation pendant 2 jours, les colonies étaient comptées a
'aide binoculaire inversée (Wilovert Will-wetzlar GmbH) avec un grossissement x4.

Dans certains cas, la croissance bactérienne a été estimée en mesurant 'absorbance a
600 nm au moyen d'un spectrophotometre.

Les photos de dépots (cf. paragraphe 2.1.3., chapitre 1) sont prises a l'aide de
microscope stéréoscopique (Axio Zoom.V16, Zeiss).

2.2. Coloration de I’EPS au Calcofluor-white

Une solution mere Calcofluor-white a 1% a été préparée (Sigma-Aldrich-3543). Pour
une meilleure solubilisation une solution de KOH 10 % a été ajoutée en goutte a goutte
jusqu’a dissolution de la poudre. Les solutions diluées (0,1 %) sont stockées a I'obscurité
et a température ambiante. La coloration a été réalisée par I'ajout de 2 a 5 uL de solution
diluée (0,1 %) de Calcofluor-white sur les colonies de Rta ou dans 10 pL d’échantillon de
culture. Apres une incubation de 1 min a I'obscurité et a température ambiante, les
observations ont été faites en microscopie de fluorescence. Ces échantillons excités avec
de la lumiere ultraviolette émettent dans le bleu-blanche.

2.3. Culture de Rta en fed-batch (bioréacteurs)

2.3.1. Pré-culture

Le but de la pré-culture est de diminuer la phase d’adaptation de Rta dans le milieu,
au début du fed-batch. Cette préparation a été faite en deux étapes. La premiere consiste
en une inoculation de la souche dans 5 mL de TSB/10 pour les bioréacteurs de 2, 5 et
30 L dans un milieu constitué de :
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[g/L]
Tryptone 4,0
Extrait de levure 1,3
K2HPO4 0,25
Eau ultrapure gsp1lL

Les inoculations sont faites soit a partir d’'une colonie prélevée sur une boite de Petri,
soit a partir d’'une culture conservée dans du glycérol a -80 °C. Cette étape permet
d'acclimater la souche au milieu de culture du bioréacteur (Fig. 12). L'incubation se fait
a 30 °C pendant 4 jours pour les cultures développées a partir d’'une colonie et pendant
6 jours pour les cultures développées a partir des cultures conservées dans le glycérol.
La deuxiéme étape consiste a inoculer une préculture destinée pour 'ensemencement
du bioréacteur avec une premiere culture en tube a essai (Fig. 12). Le milieu de
préculture est identique a celui de la premiére étape. Pour les bioréacteurs de 2 et 5 L,
I'inoculum représentait 1 % du volume final du milieu dans le bioréacteur et 3 % pour le
bioréacteur de 30 L.

Figure 12 : Etapes de pré-cultures pour I'inoculation des bioréacteurs

2.3.2. Milieu de culture

Différents milieux ont été utilisés pour les cultures en fed-batch. Pour les essais, un
volume de milieu d'1 L, de 3 L ou de 15 L a été utilisé respectivement pour les
bioréacteursde 2 L, 5 L ou 30 L.

Bioréacteur Milieu de culture Fed-batch
TSB/10 supplémenté avec lactate en 3,0 g TSB dans 100 mL
Deux de 5 L. concentration finale 10 mM d'H;0
[g/L]
Tryptone 1,0
5L Extrait de levure 0,3 3:0 5 d? tryptone et 1,0 g
d’extrait de levure dans
KoHPO, 0,25 100 mL d'H20
NaCl 0,5 2
Lactate de sodium 10 mM
[g/L]
Tryptone 4,0
Unde5Letun Extrait de levure 1,3 110 5 d? tryptone et 0,3 g
d’extrait de levure dans
de2L K>HPO, 0,25 30 mL d'H.0
NaCl 0,5 2
Lactate de sodium 10 mM
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Solution finale
Tryptone 4,0 g/L
Extrait de levure 1,3g/L
Lactate 10 mM
EDTA 0,02 g/L
(Tritriplex II)
MgS0s4, 7H-0 0,1g/L
CaCly, 2H20 0,1g/L
Quatrede 30L | FeS04, 7H,0 0,022 g/L -
Solution d’élément 1 ml
Solution d’éléments
ZnS04, 7H20 0,24 g/L
MnSO04, H20 1,59 g/L
Na;Mo04, 2H20 0,75 g/L
H3BO0s 2,80 g/L
Cu(NOs)z, 3H20 0,01 g/L

Le pH a été ajusté a environ 7,0 au début des fermentations, avant la stérilisation. Les
bioréacteurs de 2 et 5 L sont stérilisés par I'autoclavage pendant 30 min a 121 °C. Les
bioréacteurs de plus grande taille ont été stérilisés en place par injection de vapeur,
selon le méme bareme de stérilisation. Les satellites de fed-batch et d’acide lactique
10% ont été stérilisés séparément par 'autoclavage pendant 20 min a 121 °C.

2.3.3. Conditions des cultures en fed-batch

Les bioréacteurs de 2 et 5 L sont de marque Sartorius BIOSTAT Bplus Twin 2 L/5 L
(Fig. 13A). Les deux volumes différents peuvent étre liés avec un systeme commun de
contrdle digital. Les bioréacteurs sont composés d’'une cuve en verre a fond rond et
d’une platine en acier inoxydable. La marque des bioréacteurs 30 L est Sartorius Biostat
Cplus-C20-3MO (Fig. 13B). Leur capacité de 2, 5 et 30 L correspond respectivement a un
volume utile de travail minimum de 0,6 L, 0,6 L et 9 L. Ils sont munis d’'une agitation
mécanique et de sondes pour la détection de mousse, la détection du pH, de la
température et de la concentration en oxygeéne dissous. La calibration des sondes pH,
pO2 et température est faite avant chaque culture en fed-batch. Ceci permet la régulation
de ces parameétres. Les bioréacteurs sont également équipés avec un condenseur pour la
sortie de gaz.

Le pH du milieu dans le bioréacteur est mesuré a I'aide d’'une électrode stérilisable a
gel sous pression (Mettler Toledo pH 405 DPAS-SC/KS8S). La régulation du pH est
assurée par l'unité centrale du bioréacteur via une pompe péristaltique qui commande
I'ajout d’acide lactique (10 %). En fonction de 'écart de pH par rapport a la valeur de la
consigne (7,5), des impulsions de durée plus ou moins importante sont délivrées par
cette pompe. La régulation de la température est faite grace a l'unité centrale du
fermenteur, elle pilote des électrovannes qui gerent l'arrivé d'eau froide ou de vapeur en
fonction de la consigne (30 °C). Le systeme d’agitation utilisé dans les bioréacteurs 2 L et
5 L est constitué de deux turbines Rushton. Dans le bioréacteur de 30 L, deux hélices
bipales et une turbine Rushton sont mises en ceuvre. La vitesse d’agitation était fixée a
1,98 m/s. La pression en oxygene dissous est mesurée avec une sonde a oxygene
(Mettler inPro6800) avec un raccord Ingold. L’aération est assurée par un sparger en
anneau situé juste en dessous de 'extrémité de I'arbre d’agitation. La mesure du débit
gazeux d’entrée est effectuée par l'intermédiaire d’'un débitmeétre massique. Un apport
d’air stérile de 0,2 vvm (volume d'air par volume de milieu par min) est fixé. Une
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régulation en cascade de la concentration d’oxygeéne est choisie au seuil de 20 %, en
commengant par I'augmentation de la vitesse d’agitation jusqu’a une limite de 3,3 m/s.
Au-dela de cette limite d’agitation, I'aération augmente progressivement jusqu’a
0,5 vvm. Une pression de 200 mbar est fixée pour les bioréacteurs de 30 L.

1. Sonde 3 oxygéne
2. Sonde pH

3, Contre - pales
4, Sortie de I'eau

5. Double enveloppe

6. Entrée de I'eau

o

7. Sortie d'air
8. Aérateur (sparger)

9. Sonde i température

o V4 10. Canne de prélévement

/- 11. Agitateur

1- Unité de controéle

2- Pompes

3- Cuve

4- Moteur d’agitation

5- Filtre d’entrée d’air

6- Condenseur

7 - Capteur haut de mousse
8 - Filtre de sortie d’air

9 - Soupape de sécurité

10 - Vanne de fond

11 - Vanne de pression

12 - Bouteilles satellites

13 - Entrée de sondes pH et pO>

Figure 13 : Schéma des bioréacteurs utilisés. A) Bioréacteur de 2 et 5 L. Sartorius BIOSTAT
Bplus Twin 2 L/5 L. B) Bioréacteur de 30 L Sartorius Biostat Cplus-C20-3MO
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2.3.4. Suivi de la croissance

Avant le début de la culture en fed-batch, un préléevement a été effectué pour vérifier
le bon déroulement de la stérilisation, le changement du pH apres la stérilisation et la
concentration en lactate. Ensuite un préléevement a Toest fait aprés I'inoculation. Apres
I'identification de la durée de la phase de latence, le prélevement T1 est fait au bout de 3
jours. Par la suite un prélevement par jour a été effectué. Sur tous les prélevements les
analyses suivantes ont été réalisées :

e Pureté de la culture

La pureté de la culture était vérifiée en microscopie confocale et par des étalements
sur milieu PCA composé de :

[g/L]
Tryptone 5,0
Extrait de levure 2,5
Glucose 1,0
Eau ultrapure gsplL

Les observations microscopiques permettent également de connaitre la proportion
de kystes, d'agrégats de kystes et de batonnets.

e Turbidimétrie
La croissance bactérienne au cours de la culture a été quantifiée par la mesure de
I'absorbance a 600 nm au moyen d’un spectrophotometre. Le milieu avant inoculation
ou le milieu de culture filtré a 0,2 um sert de référence. La mesure est réalisée sur un
échantillon de la culture, sans aucune dilution.

e Dosage d’acide lactique par chromatographie liquide haute pression
(HPLC)

La consommation du lactate a été dosé par HPLC, apres filtration de I'échantillon sur
une membrane au seuil de coupure de 0,2 um et une cartouche C18 activée avec 10 mL
de méthanol, puis rincée avec 10 mL d’eau ultrapure. L'appareil utilisé est une HPLC
U3000 (Thermo Fisher Scientific) équipée d'un réfractometre RI101 (Shodex). La
séparation a été faite par exclusion d’ions sur colonne de résine cationique Bio-Rad
Aminex HPX-87H 30 x 4,6, spécifique pour la séparation des alcools, acides organiques
et sucres. L’échantillon a été traité préalablement avec une pré-colonne Bio-Rad Aminex
HPX-87H 300 x 7,8. La colonne est thermostatée a 45 °C, la phase mobile est une
solution d’acide sulfurique 0,01 N circulant avec un débit de 0,6 mL/min. Les surfaces
des pics ont été traitées par le logiciel Chroméleon 6.8. Cette surface est corrélée a une
concentration par I'intermédiaire d'une courbe de calibration (3 g/L maximum).

3. Résultats

Dans ce paragraphe, nous présentons les résultats de travaux dont l'objectif était
d'optimiser la croissance bactérienne de Rta sous forme de kystes afin de maximiser la
production d'EPS par cette souche.

La plupart des bactéries productrices d'EPS utilisées industriellement comme par
exemple celles appartenant aux genres Xanthomonas et Rhizobium (Yang et al., 2007)
forment leur EPS en phase stationnaire (Yang et al., 2007; Ray et al, 1998). Chez ces
bactéries, la production d'EPS se fait en deux temps : une phase exponentielle visant a
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obtenir une forte densité bactérienne (milieu de culture ayant un rapport C/N faible)
suivie d'une phase stationnaire (rapport C/N élevé) stimulant la production d'EPS et
limitant la division cellulaire. Dans le cas de la souche Rta, la situation est trés différente
car il faut que le milieu de culture puisse permettre la production de kystes producteurs
d'EPS en majorité. L'option visant a produire, dans un premier temps des batonnets, en
induisant ensuite la différentiation de ces batonnets en kystes, n'a pas été retenue car
nous maitrisons encore mal l'induction de cette différenciation. Seule 1'option visant a
profiter de la caractéristique unique de cette bactérie a se diviser sous forme de kystes a
été retenue.

Pour mener a bien cette optimisation du milieu de culture pour la production de
kystes de Rta, nous avons utilisé des données publiées sur cette souche (Heulin et al.,
2003). La souche Rta a été décrite comme ayant une croissance lente dans le milieu
TSB/10 et ayant besoin de facteurs de croissance (pas de croissance sur milieu minimal
M9). La gamme de sources de carbone assimilables avait été testée sur microplaques
Biolog. La souche Rta a la capacité d’utiliser I'acétate, le pyruvate, le 3-hydroxybutyrate,
le y-hydroxybutyrate, le DL-lactate et le propionate comme sources de carbone et
d'énergie (Heulin et al, 2003). 1l est intéressant de noter que Rta n'utilise pas le glucose
comme source de C et d'énergie et ne possede pas de transporteur de glucose (de Luca
et al, 2011). Concernant les conditions physiques, il a été montré que les optimums de
pH et de température sont respectivement 7,5 et 30 °C (Heulin et al., 2003).

L'estimation de la croissance de Rta nécessite de prendre en compte certaines
particularités la différenciant des souches bactériennes ayant un cycle cellulaire
"classique”. La principale différence vient du fait que la division cellulaire peut provenir
des kystes et/ou des batonnets. Le comptage des batonnets par le calcul du nombre de
colonies formées sur milieu gélosé (cfu) ne pose pas de probleme, car les batonnets sont
rarement agrégés. Ceci permet ainsi de considérer qu'un seul batonnet déposé sur un
milieu nutritif gélosé est a 1'origine d'une colonie. Dans le cas des kystes, la situation est
tres différente, dans la mesure ou ils se divisent généralement au sein d'agrégats
cellulaires tres difficiles a dissocier lors des suspensions-dilutions précédant I'étalement
sur milieu gélosé. Le comptage d'une culture enrichie en kystes par la technique des cfu
conduira donc a une sous-estimation du nombre réel de bactéries. Il en va de méme
pour une estimation de la croissance bactérienne par mesure directe de D.O. (600 nm)
de la suspension bactérienne. Le probleme du comptage d'une culture de Rta contenant
des kystes en division est aggravé par le fait que, comme nous l'avons indiqué dans
l'introduction, nous avons comme objectif d'obtenir une production maximale d'EPS et
donc de kystes. Afin de contréler que la culture de Rta contient effectivement des kystes
producteurs d'EPS, nous avons mesuré la D.O. et avons étalé en paralléle une suspension
non-diluée sur le méme milieu gélosé pour observer l'allure et I'épaisseur de ce dépot
apres la croissance. Ceci permet de définir la croissance de Rta dans le milieu en
question, un dépot plus épais étant le signe d’'une quantité bactérienne plus importante.

Bien que l'estimation du nombre de bactéries présentes dans une culture liquide de
Rta, surtout lorsqu'elle est enrichie en kystes, par la technique des cfu, conduise a une
sous-estimation de la densité bactérienne (cfu/mL), nous avons choisi de l'utiliser dans
les expériences d'optimisation des conditions de culture en l'associant dans certaines
cas, surtout quand les cultures étaient visiblement plus denses, a une mesure de D.O. (en
prenant soin de déterminer le niveau d'enrichissement de la culture en kystes), puis de
n'utiliser que la mesure de la D.O. dans les expériences en bioréacteurs et en fed-batch
réalisées dans les installations du partenaire privé A.R.D. Nous avons choisi la mesure de
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la D.O. pour les cultures en fed-batch car elle nous a permis de suivre les augmentations

de rendement de croissance, au cours du processus d'optimisation de la production de

kystes (de deux a trois fois plus important, par comparaison avec les cultures réalisées
en tubes a essai ou en Erlenmeyers).

3.1. Optimisation des conditions de culture de Rta

Les parametres d'optimisation de la culture se divisent en deux types pouvant étre
chimiques ou physiques. Les parametres chimiques concernent tous les composés du
milieu de culture et les parametres physiques, le pH, 'oxygénation, la température et la
pression osmotique. L'optimisation de la composition en composés chimiques et de leur
concentration, ainsi que celle des parametres physiques permettant une croissance
optimale d’'une souche bactérienne permet de définir les conditions optimales de sa
croissance. Dans le cas de cette étude sur Rta et sa production d’EPS, les conditions
optimales sont celles qui permettent a Rta de répondre a trois critéres : produire le plus
de biomasse, que cette biomasse soit enrichie en kystes et enfin que les kystes
produisent le plus possible d’EPS. Nous allons présenter ici les données sur différentes
conditions de cultures testées, permettant ainsi de définir des conditions de culture
optimales.

3.1.1. Choix de la source de carbone pour la croissance de Rta

La croissance de Rta a été testée en présence de quatre sources de carbone : acétate,
lactate, f3-hydroxybutyrate et succinate. Le choix de ces sources de C a été dicté tout
d’abord par le fait que I'acétate, le lactate et le f3-hydroxybutyrate avaient été décrits
comme sources de carbone permettant la croissance de la bactérie (Heulin et al., 2003).
Le choix du succinate est basé sur une proposition de l'industriel partenaire (A.R.D) qui
dispose d'effluents de fermentation riches en acide succinique. Chacune de ces sources
de carbone a été ajoutée dans le milieu TSB/10 contenant tous les cofacteurs permettant
une croissance de référence.

3.1.1.1. Croissance de Rta dans le milieu TSB/10 (tubes a essai)

Nous avons effectué une dizaine d'expériences indépendantes en essayant de
maintenir les mémes conditions expérimentales. Les résultats montrent que la
croissance de Rta en milieu nutritif liquide (TSB/10) varie de 107 a 108 cfu/mL
(Fig. 14A) et que les D.O. associées varient de 0,06 a 0,10. Les allures de dépots de
cultures TSB/10 non dilué sur le méme milieu de culture gélosé (TSA/10) (Fig. 14B et C)
valident la présence des kystes qui se déposent en périphérie du dépdt, formant une
périphérie plus muqueuse Les deux dépots (Fig. 14B et C) sont des dépdts de deux
cultures issues de répétitions avec une D.0. en moyenne de 0,1. Ces allures de dépots
sont les références avec lesquelles nous comparons la croissance et la quantité en kystes
dans les autres expériences visant a évaluer 1'effet des différentes sources de carbone.
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Figure 14 : Estimation de la croissance de Rta dans le milieu TSB/10 (incubation sous agitation
150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours) A) par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-10¢ cfu/mL,
dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-
types a la moyenne. B) et C) dépots de culture bactérienne en milieu liquide sur le méme milieu
gélosé, provenant de deux cultures issues des répétitions incubées dans les mémes conditions
pendant 4 j. La croissance sur boite de Petri est réalisée a I'obscurité a 30 °C pendant 4 j. Barre
d'échelle : 4 mm

3.1.1.2. Croissance de Rta dans le milieu TSB/10 + acétate

Méme si 'acétate avait été identifié comme une source de carbone pour Rta (Heulin et
al, 2003), il ne permet pas d'augmenter de facon significative a 10 mM sa croissance
dans nos conditions expérimentales en présence de TSB/10. Lorsque l'acétate est ajouté,
a des concentrations supérieures (20 et 40 mM), il inhibe fortement sa croissance
(Fig. 15A). Cette absence de réponse a 10 mM est confirmée par une D.0. moyenne de
0,06 de cultures de Rta issues des deux répétitions. Les allures de dépots de ces deux
cultures sur le méme milieu gélosé TSA/10 supplémenté avec de I'acétate 10 mM sont
également moins denses (Fig. 15B, C) par rapport au témoin (Fig. 14B et C). De plus, la
périphérie des dépots sur TSA/10 supplémenté avec de l'acétate 10 mM n’est pas
muqueuse. Il y a donc significativement moins de kystes. Cette bordure est remplacée
par un halo en forme de "soleil" qui correspond a un amas de batonnets mobiles
(Fig. 15B, C).
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Figure 15 : Estimation de la croissance de Rta en présence de l'acétate : A) dans le milieu
TSB/10 supplémenté avec 10, 20 et 40 mM d’acétate (incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C
pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL (inoculum : 103-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une
préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

B) et C) dépdts de culture bactérienne en TSB/10 + 10 mM d’acétate sur le méme milieu gélosé
(TSA/10 + acétate 10 mM), provenant de deux cultures issues des répétitions incubées dans les
mémes conditions que les autres cultures dans TSB/10 + d’acétate 10 mM pendant 4 jours. La
croissance sur boite de Petri est réalisée a 'obscurité a 30 °C pendant 4 j. Barre d'échelle : 4 mm

En conclusion, l'acétate est une source de C et d'énergie ne permettant pas
I'optimisation de la production d'EPS par Rta.

3.1.1.3. Croissance de Rta dans le milieu TSB/10 + succinate

Une faible augmentation de la croissance de Rta, significative dans l'expérience 2, est
observée en présence de succinate (10 mM), alors qu'a plus forte concentration (20 mM)
|'effet du succinate est plutét négatif sur la croissance (Fig. 16A). Le développement des
dépots bactériens non-dilués sur le méme milieu gélosé n'est pas influencé par I'addition
de succinate (Fig. 16B, C) car ils sont similaires aux dép6ts témoins (Fig. 14B, C). Les D.O.
moyennes montrent également des valeurs de 0,1, donc identiques a celles obtenues en
présence de TSB/10 sans succinate. La présence des kystes est similaire a celle des
témoins : un bord muqueux autour des dépots, correspondant a la présence des kystes.
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Figure 16 : Estimation de la croissance de Rta en présence de succinate : A) dans le milieu
TSB/10 supplémenté avec du succinate 10, 20 et 40 mM (incubation sous agitation 150 rpm, a
30 °C pendant 3 j) par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une
préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne. B)
et C) dépbts de culture bactérienne en TSB/10 supplémenté avec du succinate 10 mM de sur le
méme milieu gélosé (TSA/10 + succinate 10 mM), provenant de deux cultures issues des
répétitions incubées sous les mémes conditions que les autres cultures dans TSB/10 + succinate
10 mM pendant 4 j. La croissance sur boite de Petri est réalisée a 'obscurité a 30 °C pendant 4 j.
Barre d'échelle : 4 mm

En conclusion, le succinate est une source de C et d'énergie ne convenant a
I'optimisation de la production d'EPS par Rta.

3.1.1.4. Croissance de Rta dans le milieu TSB/10 + 3-hydroxybutyrate

L'effet du f3-hydroxybutyrate comme source de C additionné au milieu TSB/10 est
variable d'une expérience a l'autre (Fig. 17A). Dans les deux expériences, l'addition de 13-
hydroxybutyrate stimule la croissance de Rta pour des concentrations supérieures a
20 mM. Les D.O. mesurées sur des répétitions différentes de celles utilisées pour les
dénombrements, montrent une meilleure croissance dans TSB/10 supplémenté avec du
B-hydroxybutyrate des 10 mM. Les valeurs de D.0. moyennes sont de 0,17 pour des
cultures avec du TSB/10 supplémenté avec 10 et 20 mM de [-hydroxybutyrate (pour
rappel la D.0. moyenne de TSB/10 est 0,1). Les dépots bactériens non-dilués sur le
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méme milieu gélosé, correspondants aux cultures dont les D.O. ont été mesurées (0,17),

sont également plus développés et plus épais (Fig. 17B, C, D et E) par rapport au témoin

(Fig. 14B et C). Une allure plus « muqueuse» de tout le dépdt est observée en

comparaison avec le témoin, ce qui signifie que les cultures sont plus denses et

contiennent également plus de kystes. Ces dépdts sont colorés en jaune-orange, mettant
en évidence une augmentation de la production de caroténoides par les kystes.

En conclusion, le 3 -hydroxybutyrate est une source de C et d'énergie permettant
la croissance de Rta et la formation des Kkystes.
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Figure 17 : Estimation de la croissance de Rta en présence de (3-hydroxybutyrate : A) dans le
milieu TSB/10 + B-hydroxybutyrate 10, 20 et 40 mM (incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C
pendant 3j) par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une
préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne. B)
et C) dépots de culture bactérienne en TSB/10 + B-hydroxybutyrate 10 mM et D) et E) B-
hydroxybutyrate 20 mM sur le méme milieu gélosé (TSA/10 avec respectivement [-
hydroxybutyrate 10 mM et 20 mM). B) et C), ainsi que D) et E), sont des dépdts de deux cultures
issues des répétitions incubées dans les mémes conditions que les autres cultures dans TSB/10
+ B-hydroxybutyrate 10 mM et 20 mM pendant 4 jours. La croissance sur boite de Petri est
réalisée a I'obscurité a 30 °C pendant 4 jours. Barre d'échelle : 4 mm.

Nous avons observé, dans des expériences indépendantes, que les kystes et les
batonnets peuvent présenter des colorations différentes. Ainsi, si des cultures
constituées quasi uniquement de kystes et des cultures composées presque uniquement
de batonnets sont centrifugées, les culots bactériens ont une intensité de couleur
différente. Par exemple les cultures des mutants de Rta de heme-oxygénase (ARtHmuO)
et de bactériophytochrome-1 (ARtBphP1) dans un milieu TSB/10 + 0,4 % NacCl, sont
constitués respectivement quasiment uniquement de kystes ou de batonnets. Apres la
centrifugation de ces cultures, il est clairement observé une couleur blanchatre des
culots des cultures enrichies en batonnets de Rta ARtBphP1 et une couleur jaune-orange
des cultures enrichies en kystes de Rta ARtHmuO (Fig. 18). Donc, généralement les
kystes ont une couleur plut6ét jaune-orange et les batonnets ont une couleur plus
blanchatre.

A

Figure 18 : Différenciation de couleur des kystes et des batonnets. A) Le culot de la culture de
mutant de Rta de bactériophytochrome-1 (ARtBphP1) qui est constituée quasiment uniquement
de batonnets présente une couleur blanchatre. B) Le culot de la culture de mutant de Rta de
heme-oxygénase (ARtHmu0) qui est constituée quasiment uniquement de kystes présente une
couleur jaune-orange. A et B ont été incubés en milieu TSB/10 avec une concentration finale de
NaCl 0,4 %, sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 j.
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3.1.1.5. Croissance de Rta dans le milieu TSB/10 + lactate

L'effet le plus remarquable et le plus reproductible a été observé en apportant du
lactate au milieu TSB/10. La stimulation de la croissance est maximale a 10 mM de
lactate et reste significative aux concentrations plus élevées (20 et 40 mM) (Fig. 19A).
Cet effet mis en évidence par le comptage des cfu/mL est confirmé par la mesure des
D.0. qui est doublée en présence de lactate 10 mM, atteignant une valeur moyenne de
0,19 (vs 0,10 dans TSB/10). Les dépots bactériens non-dilués sur le méme milieu gélosé,
correspondants aux cultures dont la D.0. a été mesurée, se traduisent par une forte
croissance, une allure trés muqueuse et une couleur jaune-orange. Cela signifie qu'en
présence de lactate, la croissance de Rta est stimulée avec également une forte
proportion de kystes.
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Figure 19 : Estimation de la croissance de Rta en présence de lactate : A) dans le milieu TSB/10
supplémenté avec du lactate 10, 20 et 40 mM (incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C
pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une
préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

B) et C) dépdts de culture bactérienne en TSB/10 + lactate 10 mM sur le méme milieu gélosé
(TSA/10 + lactate 10 mM), provenant de cultures issues des répétitions incubées dans les
mémes conditions que les autres cultures dans TSB/10 + 10 mM lactate. La croissance sur boite
de Petri est réalisée a I'obscurité a 30 °C pendant 4 jours. Barre d'échelle : 4 mm

64



Chapitre 1 : Optimisation des conditions de culture pour la production d’EPS par
R. tataouinensis TTB310
Pour confirmer ces résultats, une derniére expérience a été réalisée en comparant la
masse de matiere séche des cultures de Rta dans TSB/10 et dans TSB/10 supplémenté
avec 10 mM de lactate. Cette masse a été estimée en filtrant les cultures a 0,2 pm. Apres
la dessiccation, les filtres ont été pesés et la masse de matiere séche calculée. La
quantification de la masse de matiére seche des cultures de Rta est la méthode la moins
biaisée pour estimer la croissance bactérienne. Malgré tout, nous l'avons peu utilisée
dans nos études en raison d'une centrifugation incomplete des batonnets de Rta et du
fait que globalement la méthode est plus longue comparée aux autres (comptage et
mesure de D.0.). Dans le cas de la comparaison de la croissance entre TSB/10 et TSB/10
supplémenté avec du lactate 10 mM, il est important de réussir cette expérience
nonobstant sa complexité, étant donné que 'acide lactique est une bonne piste non
seulement comme substrat carboné mais également pour la régulation du pH dans les
cultures en fed-batch.

Les cultures de Rta dans le milieu TSB/10 ont une D.O. en moyenne de 0,06 et une
masse de matiére séche moyenne de 4,8 mg (pour 150 mL). Celles supplémentées avec
du lactate 10 mM ont une D.O. en moyenne de 0,15 et une masse de matiére seéche
moyenne de 10,8 mg. Donc encore une fois, la croissance bactérienne, selon les deux
méthodes (D.O. et biomasse seche), est environ 2 fois plus importante dans les cultures
supplémentées avec du lactate 10 mM par rapport au témoin sans lactate (Fig. 20). De
plus ces résultats montrent que la mesure de la D.0. comme méthode d’estimation de la
croissance bactérienne est fiable et proportionnelle a celle de la masse de matiere seche.

En conclusion, le lactate est une source de C et d'énergie permettant la croissance
de Rta et la formation des Kkystes.
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Figure 20 : Corrélation entre la masse de matiere seche moyenne et la mesure de D.O. (600 nm)
pour estimer la croissance de Rta dans deux conditions de culture : milieu TSB/10 avec ou sans
de lactate 10 mM. Cultures en batch de 150 mL, sous agitation a 150 rpm, a 30 °C pendant 3 j.
L’'inoculum a été fait avec une culture de Rta dans TSB/10 de 105-106 cfu/mL (concentration
finale dans le milieu de culture). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la
moyenne.

En conclusion de cette partie consacrée a la recherche d'un substrat carboné
permettant une croissance de Rta supérieure a celle obtenue avec le milieu de référence
(TSB/10), nous avons mis en évidence que l'acétate bien que métabolisé par Rta ne
permet pas une stimulation de sa croissance en présence de TSB/10 et dans nos
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conditions expérimentales. Il a été également montré que le succinate est métabolisé
sans avoir d'effet significatif sur la croissance de Rta. Nous confirmons que le f-
hydroxybutyrate est une source de C pour Rta. La principale conclusion est qu'en
présence de lactate (10 mM soit 0,9 g/L) la croissance de Rta est quasiment doublée par
rapport au témoin TSB/10 et que la culture bactérienne est potentiellement riche en
kystes en division. Dans la mesure ou le lactate est une source de C peu coliteuse, et donc
compatible industriellement, c'est le lactate qui sera utilisé dans nos travaux sur
I'optimisation de la croissance de Rta et de sa production d'EPS en conditions de
fed-batch dans les bioréacteurs (cf. paragraphe 3.2., chapitre 1).

3.1.2. Croissance bactérienne en présence des carbonates

R. tataouinensis TTB310 posséde les génes codant les enzymes nécessaires au
fonctionnement de la voie autotrophe du "dicarboxylate/hydroxybutyrate”. Cette voie
permet l'incorporation de deux molécules de CO2 sur une molécule d'acétate (C2) en
donnant une molécule d'oxaloacétate (C4). Elle posséde en particulier la premiere
enzyme qui catalyse la transformation d'acétate en acétyl-CoA (acétate-CoA ligase,
Rta_15940) (de Luca et al, 2011). D'autre part, Rta possede le gene codant la PEP-
carboxylase (Rta_28690) qui catalyse l'ajout d'un anion bicarbonate HCOs3- a une
molécule de phosphoénolpyruvate (C3) pour former une molécule d'oxaloacétate (C4).
Cette capacité de régénérer 1'oxaloacétate est particulierement importante pour le
fonctionnement du cycle du glyoxylate (glyoxylate bypass), dont Rta posséde les genes
codant pour les deux enzymes nécessaires a son fonctionnement (malate synthase,
Rta_02700; isocitrate lyase, Rta_23660). Ce "glyoxylate bypass" permet d'éviter deux
décarboxylations du cycle de l'acide citrique et se trouve fréquemment associé
aux microorganismes capables de croitre en présence d'acétate comme source de C
(Ramos-Vera et al., 2010).

Ainsi il nous a semblé logique, apres avoir testé l'effet de I'acétate sur la croissance,
de tester l'hypothese selon laquelle le CO2 pourrait étre un facteur limitant de la
croissance de Rta. Dans le but d’optimiser les conditions de culture, cette hypothese a
été testée en rajoutant trois types de carbonates - carbonate de sodium, de potassium et
de calcium. Dans les expériences suivantes, le milieu TSB/10 a été supplementé ou pas
(témoin) avec de 'acétate (cf. la voie autotrophe dicarboxylate/hydroxybutyrate) ou du
succinate (C4 intermédiaire du cycle de 'acide citrique). Bien que n'ayant pas de rapport
avec la possibilité d'utiliser le COz ou le carbonate, nous avons testé également le lactate
en raison des résultats décrits précédemment montrant l'intérét de cette source de C
pour optimiser la croissance de Rta. Les concentrations en carbonates sont de 0, 5, 10 et
15 mM. Il faut noter que seulement le KCO3 et le NaHCO3 sont solubles, tandis que CaCO3
est insoluble, mais pouvant étre éventuellement solubilisé au cours de la croissance par
Rta.

En présence de K2CO3 5 mM, la croissance de Rta dans un milieu TSB/10 supplementé
ou pas avec du lactate 10 mM est fortement diminuée d'un facteur 100 par rapport au
témoin sans K2C0s3. Aux concentrations supérieures de K2CO3 (10 et 15 mM), plus
auncune croissance de Rta n'est observée.

Concernant |'effet de CaCOs3, nous avons tout d'abord confirmé que le succinate ajouté
au milieu TSB/10 ne stimule pas la croissance de Rta (Fig. 21). Par contre, I'ajout de
faibles concentrations de CaCOs (5 et 10 mM) stimule de fagon significative la croissance
de Rta en présence de succinate aux concentrations de 20 et 40 mM (Fig. 21). Cet effet
n'est pas confirmé dans une seconde expérience indépendante, dans laquelle la
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croissance du Rta dans le milieu TSB/10 supplémenté de 10 et 20 mM de succinate est
identique ou plus importante que celle dans les mémes milieux additionnés de 5 mM

CaCOs (Fig. 22). Dans cette méme expérience, nous observons que l'addition de CaCO35
mM avec de I'acétate 10 mM n'a aucun effet sur la croissance de Rta.
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Figure 21 : Effet de CaCOs3 sur la croissance bactérienne dans milieu TSB/10 en présence de 10,
20 et 40 mM de succinate par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-106 cfu/mL, dilution au 1%

d'une préculture en tube a essai). Incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours.
Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.
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Figure 22 : Effet de CaCO3 5 mM sur la croissance bactérienne dans milieu TSB/10 en présence

de succinate 10 et 20 mM ou d’acétate 10 mM par comptage des (incubation sous agitation 150
rpm, a 30 °C pendant 3 j). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

Enfin, comme attendu, quand la source de C est le lactate, ni CaCO3 (5 mM), ni NaHCOs3
(de 5,10 ou 15 mM) n'a d'effet de stimulation de la croissance de Rta (Fig. 23).
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Figure 23 : Effet de NaHCO3 (5, 10 et 15 mM) et CaCO3 (5 mM) sur la croissance bactérienne
dans milieu TSB/10 + lactate 10 mM, par comptage des cfu/mL (inoculum : environ 105-
10¢ cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Incubation sous agitation 150 rpm,
a 30 °C pendant 3 jours. Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

En conclusion de cette partie consacrée a l'effet des trois formes de carbonate, nous
n'avons pas réussi a mettre en évidence un effet positif de CaCOs avec de l'acétate
comme source de C, alors qu'en présence de succinate le CaCO3 pourrait avoir un effet
positif sur la croissance de Rta. Comme prévu, avec le lactate comme source de C, ni
CaCOs3 ni NaHCOs ne stimule la croissance de Rta et nous ne tirerons donc aucun
avantage de l'addition de carbonate pour stimuler la production de biomasse de Rta en
présence de lactate dans les expériences réalisées en fed-batch (cf paragraphe 3.2,
chapitre 1). Enfin il est plausible que 1'absence d’effet de CaCOs3 soit dii au fait que Rta
alcalinise le pH pendant sa croissance (c.f. paragraphe 3.2.2., chapitre 1) et pour la
solubilisation de ce composant il aurait fallu imposer un pH acide. Il serait intéressant de
tester alors la croissance en présence de CaCOs ou NaHCO3 et d'acétate 10 mM en
controlant le pH pour vérifier si vraiment ces composants n’ont pas d’effet.

3.1.3. Croissance de Rta en fonction de la pression osmotique

Pour poursuivre 'optimisation de la croissance de Rta et sa production d'EPS, sa
croissance a été testée en réponse a la pression osmotique. Pour optimiser la croissance
bactérienne il est important de controler la concentration des solutés pour permettre de
réguler le potentiel membranaire et 1'équilibre osmotique des cellules. En effet, la
pression osmotique est souvent un facteur limitant pour la croissance bactérienne dans
les milieux naturels et dans des conditions de production industrielle (Kramer, 2010).
Un changement de pression osmotique peut affecter immédiatement le volume et la
forme cellulaire des bactéries (Kramer, 2010) ce qui est particulierement important
dans le cas de Rta qui doit répondre aux variations de la pression osmotique surtout
sous sa forme de batonnet. Certaines souches bactériennes sont connues pour répondre
a une augmentation de la pression osmotique du milieu en stimulant la synthése de leur
EPS (Schneider-Keel et al, 2001 ; Ionescu et Belkin, 2009). D’un autre point de vue les
bactéries capables de croitre en conditions de forte pression osmotique sont
intéressantes dans un contexte de production industrielle car dans ces conditions la
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contamination de ces cultures est plus difficile. La pression osmotique affecte également
les fonctions physiologiques et finalement la croissance bactérienne. En particulier dans
les milieux industriels, la pression osmotique élevée peut étre due a la fois a une
concentration élevée des nutriments et sels et a 'accumulation extracellulaire des
produits métaboliques sécrétés au cours de la croissance. Ce probleme est aggravé pour
les cultures bactériennes en batch qui s'accompagnent de changements de pH
nécessitant d'utiliser des systémes tampons et/ou d'ajouter des bases/acides pour
réguler le pH, ce qui se traduit par une augmentation de la force ionique du milieu de
culture.

Prenant en compte l'importance de l'effet de la pression osmotique sur le
développement bactérien et la production d’EPS, nous avons voulu évaluer la tolérance
de Rta a des pressions osmotiques générées par du saccharose et des sels. Les résultats
obtenus pourront étre tres utiles dans la poursuite de I'optimisation de milieu de culture
et le choix des systemes tampons. Dans ces expériences, par souci d'’homogénéité avec
les résultats précédents, nous avons choisi d'évaluer l'effet de ces composés sur la
croissance de Rta dans le milieu TSB/10.

3.1.3.1. Effet du saccharose sur la croissance

Le saccharose peut étre un tres bon substrat, fournissant deux monosaccharides pour
la synthése de fructanes et d’a-glucanes chez Bacillus sp., Zymomonas sp., Lactobacillus
sp., Gluconacetobacter sp. Leuconostoc sp. (cf paragraphe 2.1., syntheése bibliographique).
Il peut étre également un substrat carboné qui favorise la synthese intracellulaire, puis
la sécrétion d'EPS comme par exemple chez Klebsiella sp. et Cronobacter sakazakii
(Quang et al. 2013 ; Jung et al, 2013). Dans le cas de Rta, nous avons choisi le saccharose
pour modifier la pression osmotique du milieu, sachant que ce disaccharide ne peut pas
étre utilisé comme une source de carbone par Rta (Heulin et al, 2003).

Nous avons observé qu’en présence de saccharose, la croissance bactérienne est
légérement plus faible a 2 g/L par comparaison avec le témoin TSB/10 et
significativement inhibée a plus forte concentration (5 g/L) (Fig. 24). Les valeurs de D.O.
mesurées en présence de 2 et 5 g/L de saccharose (0,09) sont également légerement
moins importantes par rapport au témoin TSB/10 (0,1). Les dépots des cultures non
diluées sur le milieu gélosé correspondant aux cultures, dont les D.O. étaient mesurées,
confirment les résultats des dénombrements. Les profils des dépdts sur TSA/10
supplémenté de 2 g/L saccharose (Fig. 24B et C) sont identiques a ceux obtenus sur
TSA/10 (Fig. 14B et C), et ceux sur TSA/10 supplémenté de 5 g/L de saccharose sont
moins denses (Fig. 24 D et E) identiques a ceux des dépdts sur TSA/10 supplémenté
d’acétate 10 mM (Fig. 15 B et C). Une nouvelle caractéristique est le bord plus distinctif
du dépot sur TSA/10 supplémenté de 5 g/L de saccharose par rapport au témoin
(Fig. 14B et C), pouvant s'interpréter comme une forte production de kystes en
périphérie du dépot.
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Figure 24 : Estimation de la croissance de Rta en présence de saccharose : A) dans le milieu
TSB/10 supplémenté avec 2 et 5 g/L saccharose (incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C
pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL (inoculum : 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une
préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.
B) et C) dépbts de culture bactérienne en TSB/10 supplémenté avec de saccharose 2 g/L et

D) et E) saccharose 5 g/L sur le méme milieu gélosé (TSA/10 avec respectivement 2 et 5 g/L de
saccharose). Barre d'échelle : 4 mm

Le saccharose a un effet inhibiteur sur la croissance de Rta pouvant s'interpréter
comme un stress osmotique chez une bactérie incapable de métaboliser ce disaccharide,
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sans toutefois avoir observé de modification sur la forme des batonnets et encore moins
des kystes (observations au microscope).

Par contre il est connu que, pour des bactéries capables de métaboliser le saccharose
et surtout celles qui le transforment en EPS (lévanes, inulins, dextranes, alternans,
mutans, reuterans), cette pression osmotique est tolérée a des concentrations encore
plus élevées de ce disaccharide. En effet des concentrations de 10 et 20 g/L de
saccharose sont habituellement utilisées dans les milieux de culture des bactéries
productrices d’'EPS comme Pseudomonas sp. et Arthrobacter sp. (Bueno et Garcia-Cruz,
2006). Le milieu de culture d’Azotobacter vinelandii pour la production d’EPS peut
contenir jusqu'a 40 g/L de saccharose (Brivonese et Sutherland, 1989). Certaines
souches d'E. coli sont capables de tolérer 20 g/L de saccharose (Sabri et Nielsen, 2013).

3.1.3.2. Tolérance a la force ionique

Dans la mesure ou de nombreuses especes bactériennes isolées a partir des sols
désertiques ou semi-désertiques ont été décrites comme étant capables de tolérer des
concentrations élevées en NaCl (Reddy et Garcia-Pichel, 2009 ; Reddy et Garcia-Pichel,
2005 ; Hussain et al, 2016 ; Montero-Calasanz et al., 2013), nous avons fait I'hypothése
que Rta, elle aussi isolée d'un milieu semi-désertique, pouvait posséder cette propriété.
En conditions de laboratoire, Rta est cultivée dans le milieu TSB/10, dont la
concentration en NaCl est 0,05 %. Sa faible croissance dans TSB/10 pourrait étre due a
une pression osmotique non adaptée. Pour vérifier cette hypothese, dans une premiére
expérience, nous avons sélectionné des valeurs de concentrations en NaCl encadrant
celle de TSB/10 (Fig. 25A). Le comptage des bactéries (cfu/mL), tout comme les
observations au microscope, permet de mettre en évidence que Rta tolere jusqu'a 0,2 %
de NaCl. Dans la seconde expérience, les concentrations en NaCl ont été augmentées
jusqu'a 0,5 % (Fig. 25B) permettant de mettre en évidence qu'au-dela 0,3 % de Na(Cl, la
croissance de Rta est diminuée, significativement inhibée a 0,5% (Fig. 25B) et
totalement inhibée a 0,8 % de NaCl (résultat non présenté).
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Figure 25 : Croissance de Rta en réponse a des concentrations croissantes en NaCl (incubation
sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL (inoculum : environ
105-10¢ cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). A) Concentrations proches de
celle dans TSB/10 (de 0,025 % a 0,2 %). B) Concentrations plus élevées que celle dans TSB/10
(de 0,3 a 0,5 %). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

L'observation macroscopique des dépdts sur TSA/10 + 0,3 % NaCl de Rta cultivée
dans TSB/10 en présence de 0,3 % NaCl confirme que la culture est moins dense et
moins muqueuse (Fig. 26A et B) que celle du milieu témoin (TSB/10, Fig. 14B et C). De
nouveau, on observe une périphérie épaisse autour des dépdts. L’effet de NaCl sur la
croissance de Rta est encore plus marqué en observant les dépots des cultures TSB/10 +
0,4 % NaCl sur le méme milieu de culture gélosé. Dans ces conditions, le développement
de Rta est significativement inhibé. Le dépot se traduit par un développement sous
forme de petites colonies isolées et pas comme un tapis bactérien (Fig. 26C et D).
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Figure 26 : Croissance de Rta en réponse a NaCl. A) et B) Allure des dépots sur TSA/10
supplémenté avec 0,3 % NaCl de cultures de Rta cultivées dans TSB/10 + NaCl 0,3 %,

C) et D) Allure des dépdts sur TSA/10 supplémenté avec 0,4 % NacCl de cultures de Rta TSB/10 +
NaCl 0,4 %, A et B, ainsi que C et D, sont des dépots de deux cultures issues des répétitions
incubées sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours. La croissance sur boite de Petri est
réalisée a I'obscurité a 30 °C pendant 4 jours. Barre d'échelle : 4 mm

Ces résultats sont surprenants puisque que, comme déja évoqué, des bactéries isolées
de sols désertiques comme Dyadobacter crusticola, Deinococcus saudensis et
Geodermatophilus normandii sont capables de résister a des concentrations en NaCl
allant jusqu’a 1 % (Reddy et Garcia-Pichel, 2009; Hussain et al, 2016 ; Montero-
Calasanz et al.,, 2013). D'autres bactéries du désert, comme Patulibacter americanus,
tolerent des concentrations en NaCl allant jusqu’a 3% (Reddy et Garcia-Pichel, 2005).

Pour compléter cette étude sur la tolérance de Rta a la force ionique, nous avons
également testé 'effet de KCl, car il a été décrit que certaines espéeces bactériennes
comme Lactobacillus pentosus et Listeria monocytogenes tolérent mieux KCl que NaCl
(Bautista-Gallego et al., 2008 ; Zarei et al., 2012). Rta semble effectivement mieux tolérer
KCl dans la mesure ou, en présence de KCl 0,4 %, la croissance de Rta est légerement
mais significativement stimulée par rapport au témoin a KCl 0,05 % (Fig. 27), alors qu'a
cette concentration en NaCl la croissance de Rta était diminuée (Fig. 25B). Par contre a
plus forte concentration (KCl 0,6 %), la croissance de Rta est de nouveau fortement
inhibée (facteur 103, Fig. 27).
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Figure 27 : Tolérance de Rta aux différentes concentrations en KCI ajoutées au milieu TSB/10
(incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL
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(inoculum : environ 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Les barres
d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

Deux autres expériences supplémentaires ont permis de confirmer que Rta a une
faible tolérance a la force ionique. La premiere a consisté a tester la croissance de Rta en
présence de concentrations croissantes de NH4Cl (de 0,2 a 1 %) dans le milieu TSB/10.
Dans ces conditions, un développement bactérien est observé seulement en présence de
0,2 % NHa4Cl. Au-del3, sa croissance est inhibée.

La seconde expérience a permis d'observer la croissance de Rta dans le milieu
TSB/10 dont le pH a été ajusté a différentes valeurs avec NaOH ou HCI. Les résultats
montrent que la croissance de Rta est plus faible a la fois quand le pH est plus bas (6,5 et
7,0) ou plus haut (8,0 et 8,5), suggérant que les sels formés par I'ajout de NaOH ou HCI
ont modifié la force ionique (Fig. 28).
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Figure 28 : Croissance de Rta dans un milieu TSB/10 ajusté a différentes valeurs du pH
(incubation sous agitation 150 rpm, a 30 °C pendant 3 jours) par comptage des cfu/mL
(inoculum : environ 105-10¢ cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Les barres
d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

En conclusion, Rta présente une tres faible tolérance a la pression osmotique créée
par un apport de saccharose ou de sels de sodium et de potassium. Nous avons
remarqué que cela pouvait étre génant pour l'utilisation de systemes tampons et méme
pour l'ajustement du pH dans une culture en fed-batch. Dong, il faudra trouver d'autres
stratégies pour I'ajustement du pH qui n'impliquent pas I'utilisation habituelle d'acides
et de bases dilués, comme H2S04 et NaOH lors des cultures en fed-batch.

3.1.3.3. Effet de 1la concentration de NaCl sur le ratio
« kystes/batonnets »

Nous nous sommes intéressés a l'effet de NaCl sur le taux d'enkystement de Rta. Pour
cela nous avons utilisé le milieu TSB/10 supplémenté avec du lactate 10 mM. Les
expériences ont mis en évidence une trés nette augmentation de I'enkystement en
ajoutant du NaCl a une concentration finale 0,4 % en phase exponentielle (troisieme jour
de culture en milieu TSB/10 supplémenté avec du lactate 10 mM). Au cinquiéme jour de
culture, I'enkystement est significativement plus important (x3 par rapport au témoin
TSB/10 + lactate 10 mM) (Fig. 29).
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Figure 29 : Taux d’enkystement de Rta dans TSB/10 + 10 mM lactate au cinquieme jour de
culture, en présence ou non de NaCl 0,4 % ajouté en début de phase exponentielle (au troisiéme
jour de culture). L’estimation est faite par un dénombrement sous microscope des kystes et
batonnets. L'incubation des cultures est faite sous agitation 150 rpm, a 30 °C. Les barres
d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

En conclusion, nous avons montré qu'en présence de NaCl (0,4 %) il était possible
d'augmenter de facon importante le taux d'enkystement de Rta (50 %), dans un milieu
TSB/10 + lactate 10 mM. Malgré ce résultat intéressant, cette condition de culture n’a
pas été utilisée dans les cultures en fed-batch en raison d'une mise a point difficile a
cette échelle. Nous avons découvert une stratégie plus simple et rapide d’obtention des
cultures enrichies en kystes, incluant un milieu optimisé et un temps de culture plus
court. Ce résultat a été valorisé dans le troisieme chapitre.

3.1.4. Croissance bactérienne en fonction de la concentration en
caséine, peptone et d’extrait de levure

La composition du milieu TSB/10 comprend de l'extrait de soja contenant un tres
grand nombre de cofacteurs de croissance. D'un point de vue industriel ce composant
est relativement coliteux et mériterait d’étre remplacé. Le choix le plus raisonnable pour
remplacer cet extrait de soja est I'extrait de levure. Nous avons substitué I'extrait de soja
(0,3 g/L) par quatre concentrations différentes en extrait de levure (de 0,1 a 0,5 g/L), le
pH de chaque condition étant ajusté a 7,4. Les résultats montrent que l'augmentation de
la concentration en extrait de levure n'a pas d'effet positif sur la croissance de Rta
(Fig. 30), et que la densité bactérienne obtenue en présence de 0,1 g/L d'extrait de
levure est équivalente a celles que nous avons obtenues dans les expériences
précédentes avec un milieu TSB/10 (contenant 0,3 g/L de peptone de caséine) et qui
varient, selon les expériences, de 107 a 108 cfu/mL (Fig. 23A).
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Figure 30 : Dénombrement bactérien de Rta développé dans milieu TSB/10 modifié, ou I'extrait
de soja a été remplacé par de l'extrait de levure (de 0,1 a 0,5 g/L) par comptage des cfu/mL
(inoculum : environ 105-106 cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai).
L’incubation des cultures est faite sous agitation 150 rpm, a 30 °C, pendant 3 jours. Les barres
d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

Apres avoir montré qu'il était possible de remplacer la peptone de farine de soja par
de l'extrait de levure, nous avons voulu voir dans quelle mesure la concentration de
fraction "peptone de caséine" contenue dans le milieu TSB/10 (1,7 g/L) pouvait étre
diminuée sans affecter la croissance de Rta. Pour cela, nous avons reconstitué un milieu
TSB/10-like avec des concentrations variables d'extrait de levure (0,1 a 0,4 g/L), de

peptone de caséine (de 0 a 1,5 g/L) et remplacé le dextrose par du lactate 10 mM
(Fig. 31).

Croissance de Rta en milieu TSB/10 modifié
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Figure 31 : Croissance de Rta dans milieu de culture TSB/10 modifié, avec une incubation sous
agitation 150 rpm, a 30 °C, pendant 3 jours par comptage des cfu/mL (inoculum : environ 105-
106 cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Les modifications de la
composition du TSB/10 consistent en remplacement de I'extrait de soja par extrait de levure,
une concentration variable de peptone de caséine (CP) et remplacement du dextrose par du
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lactate 10 mM (concentration finale). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la
moyenne.

Les résultats montrent que l'optimum de croissance de Rta est obtenu avec une
concentration en extrait de levure a 0,2 g/L et de peptone de caséine a 0,5 g/L, soit trois
fois moins que la concentration utilisée dans le milieu TSB/10 (1,7 g/L) (Fig. 31).

3.1.5. Température optimale pour la croissance

Dans un bioréacteur, on fixe généralement une température optimale, en acceptant
une légere variation autour de cette valeur cible. La température optimale pour la
croissance de Rta avait été déterminée comme étant 30 °C (Heulin et al, 2003). Nous
avons voulu déterminer si Rta était capable de croitre a des températures plus basses,
sachant qu'il avait été montré que sa croissance était tres faible a 37 °C (Heulin et al,
2003). Nous avons testé trois températures au cours d'une méme expérience (20, 25 et
30 °C). Rta a montré une croissance tres lente a 20 °C. A 25 et 30°C, sa croissance est
identique sur la base des dénombrements et des observations microscopiques (Fig. 32).
La température optimale pour la croissance de Rta se situe donc entre 25 et 30 °C.

Croissance de Rta en fonction de la

température
1,00E+08

cfu/ml
_|

1,00E+07 +—— T

25°C 30°C
Température

Figure 32 : Comparaison de la croissance de Rta a 25 et 30 °C dans un milieu TSB/10, incubé
sous agitation 150 rpm, pendant 3 jours par comptage des cfu/mL (inoculum : environ 105-
106 cfu/mL, dilution au 1% d'une préculture en tube a essai). Les barres d'erreurs représentent
les écarts-types a la moyenne.

3.2. Optimisation du milieu et production de polymeére en fed-batch

Dans le paragraphe 3.1., nous avons vu que, méme apres avoir déterminé la source de
carbone optimale pour Rta et mis en évidence sa faible résistance a la force ionique, la
croissance de Rta reste faible. De plus, les variations de la concentration de tryptone et
d’extrait de levure influencent peu la croissance de Rta. L’ensemble de ces résultats
laisse supposer qu’il existe un facteur limitant inconnu, empéchant la croissance
bactérienne. Nous supposons que ce n’est pas la composition complexe du milieu de
culture qui fournit une large gamme de facteurs de croissance. L’effet osmotique a été
décrit dans le paragraphe 1.3.1.3. et nous avons montré qu’il n’était pas l'origine de la
limitation de la croissance. La température de 30 °C était déja décrite comme optimale
(Heulin et al.,, 2003). Donc, afin d’'améliorer les conditions de culture, il restait a tester le
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changement du pH pendant la croissance et également les besoins en oxygene. La seule
facon de suivre ces deux parametres en continu est une culture fed-batch en bioréacteur.

3.2.1. Besoin en oxygeéne et optimum de pH

La régulation continuelle du pH et de la quantité en oxygéene dans le milieu de culture
est tres importante pour la croissance bactérienne. Il est connu que, dans une culture
bactérienne en batch, le pH peut diminuer ou augmenter et le taux d’oxygene dissous
peut diminuer au cours de la croissance bactérienne. Ces changements sont le résultat
des réactions métaboliques utilisant 'oxygéne comme accepteur terminal d’électrons et
des réactions produisant des molécules acides ou basiques. Donc, il est essentiel de
connaitre I'évolution du pH et du taux d’oxygene en continu. Le suivi de ces deux
parametres dans des Erlenmeyers est pratiquement impossible. Le seul moyen de suivre
en continu les évolutions du pH et la diminution de 1'oxygene dissous est la culture en
bioréacteur muni de sondes pH et pOo.

L’expérience a été effectuée avec une culture de Rta en milieu TSB/10 supplémenté
de lactate 10 mM, avec un point de consigne a pH 7,0 et deux injections d’acide lactique
(To + 2,5 et + 4 jours). Le taux de dioxygene dissous, fixé a 100 % en début d'expérience,
atteint 50 % en fin d'expérience (Fig.33). Cela ne représente pas une diminution
drastique par comparaison avec des bactéries testées dans les mémes conditions
(Streptococcus, Rhizobium). De plus la concentration en oxygene dissous ne descend pas
en dessous du seuil de 20 % qui déclenche une cascade de régulations. Donc
'oxygénation ne semble pas étre le facteur limitant. Par contre au cours de la culture
dans le bioréacteur, le milieu s'alcalinise tres rapidement avec un pH initial de 7,0
atteignant 8,7 en fin d'expérience (+ 7 jours) (Fig. 33). Apres chaque injection d'acide
lactique (concentration finale : 2,2 mM), le pH baisse brutalement, mais redevient alcalin
en moins de 24 h (Fig. 33). Ces deux injections d'acide lactique ne semblent pas avoir
d'effet sur la cinétique de croissance de Rta (Fig. 34). L'addition du substrat carboné
(TSB: 1 g/L), au quatrieme jour de croissance, ne permet pas de modifier la cinétique de
croissance, avec un D.O. qui se stabilise a 0,16 (Fig. 34). Dans ces conditions de culture, il
reste encore au moins un ou plusieurs facteurs limitant la croissance de Rta.
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Changement du pH et pO2 pendant la croissance de Rta en Fed-batch dans
N _ i milieu TSB/10 10mM lactate
TEMP STIER P02 pH ACID
Degr C rpm £5at pH ml
35.0 650 120.07 8.80+ 20

33.0 3.404

31.0 8.004

29.0

25.0 &00- 40.0- 6.804 0
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Figure 33 : Premiére expérience de développement de Rta en milieu de culture TSB/10 supplémenté du lactate 10 mM dans un bioréacteur. Le
graphique présente les courbes de pH, p0O, température et agitation. Deux injections d'acide lactique stérile et concentré (80 %, concentration finale
2,2 mM) ont été faites a To + 65 h et To + 95 h. Les consignes étaient les suivantes : apport d’air stérile de 0,2 vvm, agitation a 1,98 m/s et
température de la culture de 30 °C.
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Croissance de Rta en fed-batch dans milieu
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Figure 34 : Croissance de Rta pendant la premiére expérience en bioréacteur dans milieu
TSB/10 supplémenté du lactate 10 mM. Mesure de la D.0. a 600 nm. Les consignes sont les
suivantes : apport d’air stérile de 0,2 vvm, agitation a 1,98 m/s, température de la culture a
30 °C. Les deux injections d’acide lactique (AL) 80 % et 1'addition du substrat carboné (TSB : 1
g/L) sont indiquées par des fleches.

Nous avons fait I'hypothése que l'alcalinisation du milieu de culture pouvait étre 1'un
de ces facteurs limitant la croissance de Rta. Pour réguler le pH d'une culture qui a
tendance a s'alcaliniser on utilise généralement une solution acide, comme par exemple
I'acide sulfurique dilué. Nous avons vu précédemment que, dans le cas de Rta, une telle
acidification se traduit par une augmentation de la force ionique du milieu ralentissant
sa croissance. Pour pallier ce probleme potentiel, nous avons décidé d'utiliser 1'acide
lactique a la fois comme source de carbone et d'énergie et comme régulateur du pH, en
I'apportant en continu dans cette expérience, et non pas en apports ponctuels (cf.
expérience précédente).

Nous avons donc réalisé une deuxiéme culture de Rta en bioréacteur dans un milieu
TSB/10 supplémenté de lactate 10 mM, en maintenant les mémes consignes que dans
'expérience précédente, a I'exception du pH qui a été ajusté avec de I'acide lactique (AL)
dilué a 10% et délivré en continu, avec un point de consigne a pH 7,6. Lors de cette
deuxieme culture en bioréacteur, nous avons confirmé que la concentration en oxygene
diminue de moitié pendant la culture (Fig. 35). Il est intéressant de noter que, dans ces
conditions et au bout de trois jours, la culture de Rta est tres enrichie en agrégats de
kystes.
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Croissance de Rta en fed-batch dans milieu TSB/10 10mM lactate, en 8310
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Figure 35 : Evolution du pH, de la p02, de la température, de I'agitation et de 1'addition d’acide lactique (AL 10%) lors de la deuxiéme expérience de
développement de Rta dans un milieu de culture TSB/10 + de lactate 10 mM dans un bioréacteur. Le pH a été régulé par une injection continue
d'acide lactique (AL) 10 %. Un apport de TSB (1 g/L) a été effectué au quatriéme jour. .Les consignes étaient les suivantes : apport d’air stérile de 0,2
vvm, agitation a 1,98 m/s et température de la culture a 30 °C.
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La consommation d'acide lactique a été constante pendant toute la durée de la culture
en fed-batch (Fig. 37).

Consommation de l'acide lactique par Rta en fed-batch
dans milieu TSB/10 10 mM lactate en ajustant le pH

2 ///
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1 Fedi::;c/hi /|r
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0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
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Figure 36 : Consommation de I'acide lactique suivi en HPLC lors de la deuxiéme expérience de
développement de Rta dans un milieu de culture TSB/10 + de lactate 10 mM dans un
bioréacteur. L’acide lactique (AL 10 %) a été apporté pour réguler le pH (consigne pH 7,6) et un
apport de TSB (1 g/L) a été réalisé au quatriéeme jour. Les consignes étaient les suivantes :
apport d’air stérile de 0,2 vvm, une agitation a 1,98 m/s, et température de la culture a 30 °C.

Nous observons que dans cette expérience, ou le pH a été maintenu a une valeur de
7,6 pendant les 7 premiers jours (Fig. 35), 'addition de TSB (1 g/L) au quatrieme jour
s'est traduite par un redémarrage de la croissance, qui avait atteint un premier plateau
(D.O. 0,11), pour atteindre une D.O. de 0,25 (To+7 jours) (Fig. 37). Néanmoins, cette
augmentation de la D.O., est liée a une croissance plus importante des batonnets et plus
faible des kystes.
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Figure 37 : Croissance de Rta estimée par la mesure de la D.0. a 600 nm lors de la deuxiéme
expérience de développement de Rta dans un milieu de culture TSB/10 + de lactate 10 mM dans
un bioréacteur. L’acide lactique (AL 10 %) a été apporté pour réguler le pH (consigne pH 7,6) et
un apport de TSB (1 g/L) réalisé au quatriéme jour. Les consignes étaient les suivantes : apport
d’air stérile de 0,2 vvm, une agitation a 1,98 m/s, et température de la culture a 30 °C.
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L'arrét de l'injection d'acide lactique au-dela du 7éme jour de culture se traduit par

une remontée immédiate du pH (8,4) (Fig. 35) et un arrét de la croissance de Rta, voire

méme un début de lyse bactérienne (Fig. 37). Cette observation confirme la sensibilité
de Rta a un pH trop alcalin.

3.2.2. Croissance bactérienne en fonction de la quantité des composants
organiques dans le milieu de culture, en ajustant le pH

Nous avons vu que la croissance de Rta n'est pas stimulée par une augmentation de la
concentration en tryptone et en extrait de levure, lorsque le pH n’est pas ajusté en
continu (conditions en batch, cf. paragraphe 3.1.4. chapitre 1, Fig. 31). D'autre part, nous
avons mis en évidence que le pH était le principal facteur limitant a la fois en batch (cf.
paragraphe 3.2.1,, chapitre 1) et en fed-batch dans le paragraphe précédent. Nous avons
donc voulu tester la réponse de la croissance de Rta a une augmentation de la
concentration en substrats et cofacteurs organiques : tryptone, extrait de soja ou extrait
de levure, tout en ajustant le pH en continu.

La troisiéme expérience de croissance de Rta en bioréacteur a été faite dans un milieu
de départ un peu moins riche en tryptone et en extrait de levure contenant : tryptone
1 g/L, extrait de levure 0,3 g/L, K2HP040,25 g/L, NaCl 0,5 g/L et 10 mM de lactate. Un
apport de tryptone 3 g/L et d'extrait de levure 1 g/L a été fait au 5éme jour de
croissance. Cette stratégie consistant a démarrer la culture avec un milieu moins riche,
puis d'augmenter la concentration en tryptone et en extrait de levure, tout en assurant
une régulation continue du pH, s’est révélée fructueuse puisque la valeur de D.O. atteinte
(0,6) est bien supérieure a toutes celles que nous avons obtenues jusqu'a cette
expérience (Fig. 38), y compris en conditions de fed-batch (D.O. = 0,25) (Fig. 37).

Croissance de Rta en fedbatch, en ajustant le pH
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Figure 38 : Croissance de Rta (D.0. a 600 nm) dans un bioréacteur avec un milieu composé de
tryptone 1 g/L, extrait de levure 0,3 g/L, K;HPO4 0,25 g/L, NaCl 0,5 g/L et 10 mM de lactate. Le
pH est régulé en continu par addition d’AL 10 %. Addition a To+5 j de tryptone 3 g/L et extrait
de levure 1 g/L. Les consignes étaient les suivantes : apport d’air stérile de 0,2 vvm, une
agitation a 1,98 m/s, et température de la culture a 30 °C.

Deux autres cultures en bioréacteur ont été réalisées avec un milieu de culture cette
fois-ci plus riche au départ : 4 g/L tryptone, 1,3 g/L extrait de levure, 0,25 g/L K2HPO4,
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0,5 g/L NaCl et 10 mM de lactate. Au troisiéme jour de croissance, nous avons apporté le
complément suivant : tryptone 1 g/L et extrait de levure 0,3 g/L. Le pH est ajusté en
continu a environ 7,6. Cette décision d'utiliser au départ un milieu de culture plus riche a
permis d'atteindre plus rapidement une D.O. élevée au quatrieme jour de croissance
(0,58). A ce stade, la culture de Rta est trés enrichie en Kystes. L'apport du complément a
To+4 j s'est traduit par une stimulation de la croissance (D.0. 0,76 a To+6 j) (Fig. 39).
Cette augmentation de la D.O. lors de la deuxiéme phase de croissance s'accompagne
d'une augmentation de la proportion de batonnets et d'une diminution d'agrégats de
kystes, phénomene que nous avons observé également dans l'expérience précédente.
L'objectif étant d'optimiser la production de biomasse de kystes, il faut donc privilégier
les conditions de culture de cette derniere expérience, en arrétant la croissance a To +
3/4j, avant le second apport de substrat nutritif.

Croissance de Rta en fedbatch en ajustantle pH

0,8
0,6
g 0,4 Fedbatch

0,2

o 24 48 72 96 120 144 168 192
Durée [h]

Figure 39 : Croissance de Rta (D.0. a 600 nm) dans un bioréacteur avec un milieu composé de
tryptone 4 g/L, extrait de levure 1,3 g/L, K;2HPO, 0,25 g/L, NaCl 0,5 g/L et 10 mM de lactate. Le
pH est régulé en continu par addition d’AL 10 %. Addition a To + 4 j de tryptone 1 g/L et extrait
de levure 0,3 g/L. Les consignes étaient les suivantes : apport d’air stérile de 0,2 vvm, une
agitation a 1,98 m/s, et température de la culture a 30 °C.

3.2.3. Production du polymeére en fed-batch

Le but de cette étude était d'optimiser la production de biomasse de kystes de Rta
afin de pouvoir extraire des quantités suffisantes d'EPS, en particulier pour en faire
I'analyse (cf. Chapitre 2). Nous avons choisi de faire cette production en bioréacteur de
30 L avec un volume utile de culture de 15 L, lors de trois expériences en fed-batch dans
les conditions décrites dans le paragraphe précédent et en utilisant un milieu de culture
optimisé : tryptone 4 g/L, extrait de levure 1,3 g/L, 10 mM de lactate, en ajoutant des
macroéléments et une solution de microélements (cf. Chapitre 1, paragraphe 2.3.2, page
54), avec un controle continu du pH 7,6 avec de l'acide lactique (10 %). Au 3éme jour de
ces expériences, les cultures sont denses avec beaucoup d'agrégats visibles a I'ceil nu.
Les observations au microscope confirment la présence d'agrégats de kystes, les cellules
non agrégées étant essentiellement des batonnets. Nous avons observé une tres bonne
reproductibilité de la production de biomasse de Rta lors des trois fed-batch, les valeurs
de D.O. au troisieme jour de culture variant de 0,6 a 0,7. En arrétant les cultures au
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troisieme jour, cela nous a permis d'obtenir des cultures homogeénes de Rta a partir

desquelles nous avons pu extraire des échantillons d'EPS également trés homogenes
pour leur analyse biochimique.

4, Conclusion

Nous avons également montré que Rta préfere comme source de carbone le lactate et
le B-hydroxybutyrate. Nous avons choisi le lactate en raison de sa disponibilité
compatible avec un up-scaling de la production. Parallelement nous avons montré que
'acétate et le succinate ne semblent pas étre utilisés efficacement comme source de C et
d'énergie en présence de TSB/10. L'addition de carbonate (CaCOs3, NaHCO3, KCO3) dans
le milieu de culture n'a pas permis de stimuler la croissance de Rta, probablement en
raison d'une impossibilité de libération de CO2 par le carbonate di a un pH trop élevé.
Nous avons également mis en évidence que Rta présentait une faible résistance a la
pression osmotique, nous obligeant a utiliser I'acide lactique pour réguler en continu le
pH qui a tendance a augmenter tres rapidement en l'absence de régulation.

L’optimisation des conditions de culture de Rta a permis de révéler certaines
particularités de cette bactérie. Ce travail a permis de montrer en particulier que le
verrou majeur de la croissance de Rta est l'augmentation du pH qui a besoin d'étre
régulé en continu avec l'acide lactique, dans nos conditions expérimentales et en fed-
batch. Grace a nos travaux d'optimisation de la croissance de Rta, nous sommes passés
d'une faible croissance en batch avec un milieu TSB/10 (D.O. < 0,1, 107-108 cfu/mL)
(Fig. 14, page 59), a une croissance plus importante en batch avec un milieu TSB/10 +
lactate 10 mM (D.O. 0,15) (Fig. 20). En bioréacteur et en conditions de fed-batch, nous
sommes passés d'une D.O. = 0,16 avec milieu TSB/10 + lactate 10 mM, sans régulation
de pH (Fig. 34), a une D.O. = 0,25 dans les mémes conditions et avec une régulation du
pH (Fig. 37), et enfin a une D.O. = 0,8 (Fig. 39) avec un milieu enrichi au départ de la
culture (10 mM de lactate + 4 g/L tryptone, 1,3 g/L extrait de levure, 0,25 g/L K2HPO4,
0,5 g/L NaCl) par rapport au TSB/10 + 10 mM de lactate utilisé dans toutes les
expériences précédentes.

Cette optimisation des conditions de culture de Rta (composition du milieu,
régulation du pH) nous a permis d’obtenir une biomasse de Rta enrichie en kystes
permettant d'extraire suffisamment d’EPS pour son analyse biochimique (Chapitre 2).

85



Chapitre 2 : Extraction, solubilisation et caractérisation de I'EPS de
R. tataouinensis TTB310

86



Chapitre 2 : Extraction, solubilisation et caractérisation de 'EPS de
R. tataouinensis TTB310

Chapitre 2 :

Extraction, solubilisation et

caractérisation de I'EPS de
R. tataouinensis TTB310

87
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Nous avons décrit les étapes et les résultats de l'optimisation du milieu de culture
pour la croissance de Rta. Finalement nous avons obtenu des cultures suffisamment
denses en kystes et donc en EPS pour réaliser la caractérisation biochimique de I'EPS.
Dans ce deuxieme chapitre nous décrivons le choix et la conception du protocole
d’extraction de I'EPS de Rta, prenant en compte le fait que ce polymere est fortement
"fixé" a la membrane externe de la bactérie. Par la suite nous présentons les résultats
des analyses de la composition et de la structure de I'EPS qui incluent l'analyse
élémentaire, le dosage colorimétrique des sucres totaux et des acides uroniques,
'analyse des sucres par CPG, I'analyse des lipides par HPLC et I'analyse de la structure
par spectrométrie de masse (FTICR-MS), RMN et FTIR. Nous n'avons pas réussi a
caractériser les propriétés rhéologiques de I'EPS, car nous n'avons pas pu le solubiliser.
Finalement nous avons pris un recul critique vis-a-vis de ces travaux et nous proposons
certaines améliorations du protocole d’extraction, en prouvant leur fiabilité par une
analyse élémentaire et en FTIR.

Dans ce Chapitre 2, j'ai participé sur place a la totalité des expériences de CPG
effectuées dans 1I'équipe de Catherine GARNIER (BIA-INRA, Nantes) et j'ai interprété les
résultats grace aux conseils de Sophie LE GALL. Les premiéres analyses élémentaires ont
été sous-traitées au Service "Instrumentation” a I'Institut des Sciences Analytiques du
CNRS et j'ai participé a la réalisation des deuxiemes analyses élémentaires sur la
plateforme de la Cité des Energies (DRT, CEA Cadarache). L'analyse par CPG-
méthanolyse a été sous-traitée au Service Commun de Chromatographie du CERMAV a
Grenoble (Claire BoISSET-HELBERT). Les analyses de FTICR-MS et de RMN ont été
réalisées respectivement par Mourad HARIR et Norbert HERTKORN (Research Unit
Analytical BioGeoChemistry, Dpt of Environmental Sciences, Helmholtz Zentrum
Minchen, Neuherberg, Allemagne) et interprétées avec l'aide de Catherine SANTAELLA
(LEMIRE). Enfin j'ai réalisé et interprété les analyses de FTIR sous la direction de
Catherine BERTHOMIEU (LIPM, BIAM, Cadarache).

1. Introduction

Ramlibacter tataouinensis TTB310 est une bactérie isolée d'un sol semi-désertique
(Sud tunisien) et donc capable de résister aux conditions extrémes de ce milieu. Comme
plusieurs autres especes bactériennes colonisant les déserts chauds et secs, Rta survit
dans un désert grace a sa capacité de tolérer la dessiccation. Les mécanismes impliqués
dans cette tolérance sont probablement multiples et variables selon les especes. Parmi
ces mécanismes sont classiquement évoqués la synthese intracellulaire de solutés
incluant des disaccharides (e.g. saccharose et tréhalose), des acides aminés (e.g. proline
et le glutamate), des amines quaternaires (e.g. glycine bétaine, carnitine) et des
tétrahydropyrimidines (e.g. ectoine, hydroxyectoine) (Takagi, 2008; Potts, 1994;
Manzanera et al., 2014 ; Sleator et Hill, 2002). Par exemple chez E. coli et Pseudomonas
putida 'accumulation de tréhalose améliore la tolérance a la dessiccation (Castro et al.,
2000). Selon certains autres travaux, les bactéries a Gram-positif ont une tolérance plus
élevée aux conditions d’anhydrobiose par rapport aux bactéries a Gram-négatif due a
leur capacité a accumuler de Mn?* (Potts et al, 2005). Le stress thermique peut
également déclencher la synthese des heat-shock protéines (HSP), en relation ou non
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avec une tolérance a la dessiccation (Goyal et al., 2005; Franca et al., 2007). Certaines

bactéries possedent des mécanismes uniques pour résister la dessiccation. Ainsi les

Deinococcaceae résiste a l'effet 1étal des agents endommageant I’ADN en réparant

efficacement les lésions a I’ADN causées par la dessiccation ou un rayonnement gamma

(Heulin et al, 2012). Un autre mécanisme original permettant a la cyanobactérie

filamenteuse Oscillatoria de lutter contre la secheresse est sa capacité a migrer en milieu
sec pour rechercher I'eau (hydrotaxie) (Garcia-Pichel et Pringault, 2001).

Il n’est pas exclu que plusieurs mécanismes de tolérance a la dessiccation soient
présents chez Rta, y compris la synthese de tréhalose dont tous les génes de synthese et
de catabolisme ont été mis en évidence (De Luca et al., 2011). Cependant nous pensons
que la tolérance a la dessiccation de Rta est principalement associée a la production de
kystes, comme c'est le cas chez les espéces appartenant aux genres Azotobacter et
Azospirillum. Outre la production de kystes, celle de spores bactériennes comme les
endospores par les Firmicutes, les exospores par les Actinobacteria, et les akinétes chez
les Cyanobacteria sont des mécanismes de tolérance a la dessiccation répandus et bien
décrits (Heulin et al,, 2012). Les kystes de Rta sont tolérants a la dessiccation et sont
morphologiquement proches des kystes d’Azotobacter car entourés d'un EPS et
contiennant des granules lipidiques de polyhydrohyalkaonate dans leur cytoplasme
(Heulin et al, 2003). Contrairement aux Kystes décrits a ce jour, les kystes de Rta ne
sont pas des cellules dormantes, puisque ces sont des cellules capables de se
diviser, et constituent donc un nouveau mécanisme de tolérance a la dessiccation. Il
apparait donc que la tolérance de Rta a la dessiccation est trés probablement liée a la
structure de I'EPS qu’elle produit. Il est probable que cet EPS a I'état hydraté (eau
disponible a l'extérieur de la cellule) permette le transfert de I'’eau et des molécules
nécessaires a la division cellulaire, du milieu extérieur au cytoplasme de la cellule
bactérienne, et qu’'a I’'état déshydraté (absence d’eau dans le milieu extérieur) il devient
imperméable, empéchant la “sortie” d’eau de la cellule. Cet EPS, produit par un nouveau
genre bactérien (Ramlibacter), constitutif d'un kyste et synthétisé lors de la division
cellulaire, est potentiellement un agent de rétention d’eau original pouvant avoir un réel
intérét sur le plan fondamental et industriel. Pour étayer cette hypothése, nous avons
extrait 'EPS de Rta, déterminé sa structure et effectué des expériences préliminaires
pour de futures analyses rhéologiques.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Extraction de I’EPS a I’échelle préindustrielle

Parmi tous les protocoles d’extraction d'un EPS décrits dans la littérature (cf.
paragraphe 6.2, synthése bibliographique), nous avons choisi pour I'EPS de Rta un
traitement acide et plus particulierement a I'acide trichloroacétique (TCA). Ce choix a
été dicté par le fait que les essais préliminaires, utilisant des agents complexant les ions
comme I'EDTA, n'avaient pas permis d'extraire I'EPS de fagon efficace. Nous reviendrons
sur la justification plus détaillée du choix de protocole d’extraction dans la partie
"Résultats".

Premier protocole d’extraction

La culture de Rta en volume V a été centrifugée pendant 15 min a 6000 g et a
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température ambiante. Le culot bactérien a été remis en suspension dans %2V de tampon
PBS modifié selon la particularité de faible résistance a la force ionique de Rta :

PBS modifié [g/L]
KCl 5
NazHPO4 1,44
KH2PO4 0,24
Eau ultrapure gsplL

Ensuite 'acide trichloroacétique (TCA) a été ajouté a la concentration finale de 4 % et
le mélange a été laissé sous agitation a I'aide d’'un barreau aimanté pendant une nuit a
température ambiante. Le mélange a été ensuite centrifugé pendant 15 min a 6000 g et a
température ambiante. La surnageant a été récupéré et filtré par filtre seringue
(Minisart high flow Sartorius) au seuil de coupure de 0,45 um. Dans le filtrat a été
rajouté de I'éthanol refroidi a 4 °C en volume V et ce mélange a été laissé a 4 °C pendant
une nuit, puis centrifugé pendant 20 min a 6000 x g et a 4 °C. Le culot formé contenait
I'EPS.

Protocole d’extraction a I'échelle préindustrielle

Le protocole d’extraction précédent a été optimisé pour faire des extractions d’EPS a
’échelle préindustrielle. Ainsi les volumes de tampon PBS modifié, de TCA (99%, Fisher)
et d’éthanol ont été diminués d'un facteur 10. Une autre modification a consisté a
introduire une étape de préfiltration avant la filtration sur une membrane au seuil de
coupure de 0,45 pum (Type HA Millipore). Cette préfiltration se déroule en utilisant un
filtre plaque en cellulose (3M 080HT A 4003, Zeta plus) d’environ 0,45 pm. Nous avons
également essayé de précipiter 'EPS en rajoutant I'un des sels suivants : NaCl, KCl, MgCl2
ou CaClz en concentration finale 40 g/L juste apres |'étape de filtration et avant I'ajout
d'éthanol.

Protocole d’extraction modifié

La culture de Rta réalisée en Erlens a baffles de 2 L contenant 500 mL (volume V) du
milieu de culture optimisé (milieu de bioréacteurs de 30 L, Chapitre 2, cf. paragraphe
2.3.2) et incubée sous agitation 150 rpm, a 30 °C a été centrifugée au 4eme jour de
croissance pendant 15 min a 6000 g et température ambiante. Le culot bactérien a été
résuspendu dans un vingtiéme du volume V de tampon PBS modifié supplémenté avec 4
% d’acide trichloroacétique (TCA). Cette solution a été laissée sous agitation a I'aide d’un
barreau aimanté pendant une nuit a température ambiante. Par la suite la solution a été
centrifugée pendant 15 min a 6000 g et a température ambiante. Le surnageant a été
récupéré et filtré sur un filtre seringue (Minisart high flow Sartorius au seuil de coupure
de 0,45 pm). Le filtrat a été neutralisé jusqu’a pH 7,0 avec KOH 1 M. Dans le filtrat
neutralisé a été rajouté de I'éthanol refroidi a 4 °C en un dixiéme du volume V et ce
meélange a été laissé a 4 °C pendant une nuit. Un précipité blanc de polymere a été alors
observé et cette solution a été centrifugée pendant 20 min a 6000 g et a 4 °C. Le
polymere récupéré dans le culot a été remis en suspension, puis laissé reposer 10 min a
4 °C, et enfin centrifugé successivement avec des concentrations en éthanol en gradient
70 %, 80 %, 90 % et 100 %. Le polymere obtenu a été dialysé a MWCO 1 kDa (boudin de
dialyse Spectra/Por 7).
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Essais de solubilisation de I'EPS par sonication

Les échantillons d’EPS ont été utilisés a la concentration finale de 0,1 % soit dans
solution de NaCl 0,1 M ou de NaCl 1 M, soit dans d’eau UP. Le pH a été ajusté soit a 7,0
soit a 10,7. Le pH des échantillons extraits selon le protocole modifié n’a pas eu besoin
d’ajustement parce que sa valeur était proche de la neutralité. Tous les échantillons ont
été agités a 40 °C. Puis la température est augmentée a 60 °C au bout de 30 min ou 24 h,
le pH est ajusté si besoin. Plusieurs sonications ont été effectuées soit dans un bain a
ultasons a 40 °C ou a 60 °C pendant 30 s ou 15 min, soit avec une sonde a ultrasons
pendant 2 min. La température est augmentée entre les sonications de 60 °C a 90 °C.

La concentration finale de I'EPS a été ajustée a une concentration de 0,1 % dans du
DMSO, puis cette solution agitée et chauffée a 60 °C. Sa concentration finale a été ajustée
a 4%.

2.2. Analyse de la composition de 'EPS
2.2.1. Analyse élémentaire

2.2.1.1. DosagedeC,H,NetO

Les analyses élémentaires pour le dosage de C, H, N et O ont été réalisées par le
Service instrumentation dans I'Institut des Sciences Analytiques (ISA-CNRS). La
détermination de la quantité de carbone et d’hydrogéne a été faite par une combustion
totale du prélévement analytique a 1050 °C sous courant d'oxygéne. Le carbone et
I'hydrogene des échantillons sont respectivement transformés en dioxyde de carbone et
en eau et quantifiés par des détecteurs spécifiques infrarouges CO:2 et H20. La
détermination de la quantité d’azote a é€té réalisée par la méthode de DUMAS qui
consiste en une combustion totale du prélevement analytique a 1050 °C sous courant
d'hélium et d'oxygeéne. L'azote des échantillons a été transformé en divers oxydes
d'azote réduits en azote moléculaire. Le dioxyde de carbone et I'eau issus de la
combustion ont été piégés sur de I'ascarite et du perchlorate de magnésium. L’azote a
été quantifié par un détecteur a conductibilité thermique. La détermination de
I'oxygéne a été réalisée par une pyrolyse totale du prélévement analytique a 1080 °C
sous courant d'azote. L'oxygéne des composés de pyrolyse obtenus a été transformé en
monoxyde de carbone par passage sur du charbon actif a 1120 °C. Le monoxyde de
carbone a été quantifié par un détecteur spécifique infrarouge CO. Cette méthode
s’applique aux composés organiques.

L’analyse élémentaire pour le dosage de C, N et O dans I'EPS extrait selon le protocole
modifié a été effectuée avec un analyseur d’éléments organiques (Thermo Scientific
FLASH ™ 2000 CHNS/O, Thermo Fisher Scientific, USA) dans 1'équipe de Jean-Frangois
Sassi (DRT, CEA Cadarache). La détermination de la quantité de carbone, d’hydrogene et
d’azote a eté réalisée par une pyrolyse totale du prélévement analytique a 1800 °C en
présence d’oxygeéne. Le carbone, I'hydrogene et l'azote des échantillons ont été
respectivement transformés en CO2, H20 et NOx. Les NOx ont été ensuite réduits en No.
Une colonne de chromatographie gazeuse sépare ces gaz qui ont été ensuite détectés par
un catharometre.
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2.2.1.2. Dosage du chlore

Le chlore présent dans les échantillons d’EPS a été quantifié par la minéralisation de
micro-prélévements analytiques. Ceci a été atteint par une combustion totale dans
'oxygene (0z), catalysée par une grille de platine en fiole de Shoniger. Le chlore contenu
dans les gaz de combustion a été ensuite absorbé et quantitativement réduit en ion
chlorure par la solution de peroxyde d’hydrogéne (110 vol.). Les solutions obtenues
apres minéralisation ont été ensuite analysées par chromatographie ionique a haute
pression (HPIC, Waters) avec une de séparation (IC-Pak Anion HC Column, 4.6 x 150
mm, Waters) remplie d'une résine polyméthacrylate avec des sites échangeurs de type
ammonium quaternaire. L’éluant était du Na2C03 1,5 mmol/L et du Na:HCOs3
1,5 mmol/L avec un débit de 2 mL/min et une pression de 1100 Psi. L'intégration des
pics a été faite par le logiciel MILLENIUM 3.2.

2.2.2. Dosages colorimétriques
2.2.2.1. Monosaccharides totaux

La quantité de monosaccharides totaux a été mesurée par le test de Dubois et al.
(1956). Une solution de glucose en concentration 1 mg/mL a été préparée. Des solutions
ont été faites pour obtenir des concentrations finales de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04 et 0,02
mg/mL. Ces dilutions et un blanc ont été utilisés pour la gamme étalon (1 mL). De 1a 2,5
mg/mL d’échantillon ont été utilisés pour les mesures colorimétriques. Les échantillons
ont été resuspendus dans H2S04 1 M, dans un bain-marie a 90 °C pendant 1 h. Apreés
I'hydrolyse, les échantillons ont été dilués 10 et 20 fois (1 mL). Ces dilutions ont été
utilisées pour les analyses.

Dans les standards et les échantillons a été ajouté 1 mL de phénol 5 %.
Immédiatement apres I'ajout de phénol, ont été ajoutés 5 mL H2S04 concentré (96-98
%), avec traitement thermique a 90 °C dans un bain-marie pendant 5 min. Les
échantillons ont été refroidis dans la glace pendant 30 min. L’absorbance a été mesurée
a 490 nm.

2.2.2.2. Acides uroniques

Les conditions d’hydrolyse pour la quantification des acides uroniques ont été les
mémes que celles pour l'analyse en CPG (cf. paragraphe 2.2.4, chapitre 2). Les acides
uroniques ont été quantifiés en utilisant la méthode colorimétrique de métahydroxy-
diphényl (Blumenkrantz et Asboe-Hansen, 1973).

2.2.3. Analyse HPLC de la composition et la quantité des lipides
2.2.3.1. Détection des lipides neutres

Les lipides extraits ont été dissous dans du chloroforme avant d’étre injectés dans
une colonne HPLC. La chromatographie en phase normale a été effectuée en
commencant par une phase chloroforme puis un mélange "chloroforme /méthanol:
30%/ammoniaque dans l'eau” avec le ratio volumique : 1/92/7 (v/v/v). La colonne
était connectée a un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére pour quantifier les
molécules éluées. L'identification des classes de lipides a été effectuée par comparaison
des pics de rétention avec ceux des standards purs composés par un mélange d’acide
oléique et ses mono-, di- et triacylglycérols. Les courbes de calibration pour chaque
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classe ont été obtenues en tracant la surface du pic par rapport la quantité injectée des

solutions "standard" diluées en série (0,5-4 pg). Un ajustement quadratique donne le

meilleur facteur de corrélation et permet de calculer le pourcentage de masse des
classes de lipides dans les échantillons analysés.

2.2.3.2. Fractionnement des lipides

Les analyses HPLC ont été réalisées avec un systeme HPLC modulaire (UltiMate 3000
RS, Dionex, France) couplé avec un détecteur de dispersion de lumiére par évaporation
Sedex 85 (Sedere S.A. Alfortville, France). Le logiciel "Chromeleon Chromatography
Management Software" (Dionex) a été utilisé pour le contréle du systeme et traitement
des données. Le systeme HPLC Dionex RSLC Ultimate 3000 (Voisins Le Bretonneux,
France) était équipé de deux pompes, un systeme de gradient, un dégazeur et un
injecteur automatique avec une capacité d’injection 100 mL. La colonne analytique
contenait une phase normale de silice (Prevail Silica 3 mm Grace: 150 mm 4.6 mm LD.,
Alltech Associates Inc., Lokeren, Belgium). La séparation chromatographique a été
réalisée en utilisant un gradient linéaire en plusieurs étapes binaires, selon le schéma
suivant : t0 min: 0 % B, t8 min: 50 % B, t12: 100 % B, et finalement des conditions
isocratiques (100 % B) pendant 3 min. La phase mobile a été ramenée aux conditions
initiales et la colonne a été laissée a 1'équilibre jusqu’a I'injection suivante. Le temps total
d'exécution du chromatogramme a été de 20 min par échantillon. L’éluant A était du
chloroforme et I'éluant B était composé de CH3OH/CHCls/ NH3O0H (460/5/35; v/v/v). Le
débit a été fixé a 1,5 mL/min. Les classes de lipides ont été détectées et quantifiées par
un détecteur de dispersion de lumiere par évaporation (ELSD, SEDEX Model 85 LT-
ELSD™, Sedere, Alfortville, France). La pression du gaz nébuliseur (air) a été maintenue
a 3,5 bars et la température de tube de chauffage a été fixée a 50 °C. L’identification des
classes de lipides a été effectuée par une comparaison de leur temps de rétention avec
ceux de standards purs. Les courbes de calibration pour les triglycérides (TAG), les
diglycérides (DAG), les monoglycérides (MAG) (Supelco) et les acides gras libres (FFA)
(Sigma) ont été obtenues par tracage de la surface du pic par rapport a la quantité
injectée de dilutions standards (0,5-4,0 pg). Un ajustement quadratique donne le
meilleur facteur de corrélation et permet de calculer le pourcentage de masse des
classes de lipides dans les échantillons analysés.

2.2.4. Analyse CPG de la composition et la quantité en monosaccharides

Deux analyses différentes en CPG ont été réalisées.

La premiere identification et la quantification de monosaccharides neutres ont été
réalisées par CPG apres une hydrolyse dans I'acide sulfurique (Hoebler et al,, 1989). Un
échantillon de 5 mg d’EPS lyophilisé a été hydrolysé dans l'acide sulfurique 13 M et
laissé a 30 °C pendant 30 min. Ce mélange a été dilué jusqu’a une concentration d’acide
sulfurique 1 M et I'hydrolyse prolongée en chauffant a 100 °C pendant 2 h. Les
monosaccharides sont alors transformés en acétates d’alditols selon Blakeney et al.
(1983) et chromatographiés dans une colonne TG-225 GC (30 x 0.32 mm ID) en utilisant
le modele TRACE™ Ultra Gas Chromatograph (Thermo Scientific™); température 205 °C
et gaz vecteur H2. Des monosaccharides de référence et de I'inositol comme standard
interne ont été utilisés pour la calibration.

La deuxieme analyse par CPG a été effectuée aprés une méthanolyse. Pour ce faire
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entre 1,8 et 3,2 mg de I'échantillon d’EPS et 50 pg de myo-inositol (référence interne)
ont été placés dans un bain a sec en présence de 500 pL d’'un mélange méthanol/acide
chlorhydrique 3 N ou 2N (Supelco) pendant 4 h a 110 °C. Apres refroidissement a
température ambiante, le méthanolysat a été neutralisé a 'aide de carbonate d’argent, et
les échantillons ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 15 min. Le surnageant a été
évaporé sous jet d’azote. Les composés ont été ensuite dissous dans 100 pL de pyridine
et incubés pendant une nuit a température ambiante avec 100 pL de sylon (BSTFA :
TMCS. 99:1. Supelco). Apres évaporation douce des réactifs en exces sous jet d’azote, les
méthylglycosides triméthylsilylés ont été repris dans 700 pL de dichlorométhane, puis
injectés en chromatographie en phase gazeuse (Systeme GC-6850 AGILENT, injection in-
colonne, détecteur FID : ionisation de flamme). Le gaz vecteur est I'hydrogene. La
colonne de type HP-5MS est apolaire (longueur : 30 m et diametre interne : 0,25 mm). Le
programme de montée en température a €té le suivant : 120 °C maintenu pendant 1 min,
puis un gradient de 1,5 °C/min jusqu’a 180 °C, suivi d'un gradient de 2 °C/min jusqu’a
200 °C. Chaque monosaccharide a été identifié par comparaison avec les temps de
rétention des étalons internes traités dans les mémes conditions. Un coefficient de
réponse a été calculé pour chaque monosaccharide par rapport a I'étalon interne afin de
définir leur proportion au sein du polysaccharide.

2.2.5. Recherche de traces d'ARN

La détection d'ARN dans les échantillons d'EPS pour tester 1'hypothese de 1'origine
ribosomique du ribose a été effectuée a l'aide du spectrophotometre Nanovue (GE
Healthcare). La présence d’ARN a été également vérifiée par électrophorese sur gel
d’agarose 0,1 % dans du TBE 0,5X (Tris, acide borique, EDTA), contenant 0,01 % de BET
(p/V). Les dépdts de solutions d’EPS et d’ARN ribosomique standard ont été mis en
suspension dans 3 pL de tampon de charge (bleu de bromophénol 0,02 %-xylene cyanol,
0,02 % - glycérol 3 %-TBE). Apres migration sous une tension de 100 V pendant 15 min,
les bandes ont été visualisées a 'aide d’'un imageur de gels d’électrophorese (U : Genuis,
Syngene).

Les quantifications d’ARN avec le kit « Quant-it™ RiboGreen® » (Invitrogen) ont été
réalisées en suivant les recommandations du fabriquant.

2.2.6. Spectrométrie de masse
e Préparation des échantillons

Les échantillons ont été dilués dans 2 mL H25045 % (Merck, Allemagne) et soniqués
pendant 3 min a température ambiante. Ensuite les échantillons ont été pré-traités par
une cartouche SPE C-18 pour les mesures de FT-ICR-MS.

e Analyses FTICR-MS

Les masses spectrales de FT-ICR-MS ont été acquises en utilisant un spectrometre de
masse (modele 12 T Bruker Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) équipé avec
une source d’ionisation électrospray en mode négatif. Les échantillons dilués dans du
meéthanol ont été injectés dans la source électrospray en utilisant une pompe avec un
débit de 120 pL/h, une pression de gaz nébuliseur de 138 kPa et une pression de gaz
séchant de 103 kPa. Un chauffage a 200 °C a été maintenu pour assurer une
désolvatation rapide dans les gouttelettes ionisées. Le spectre a été acquis dans le
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domaine temporel de 4 MW, 500 scans étant accumulés pour chaque spectre de masse.
Le calcul des formules élémentaires pour chaque pic a été fait en mode batch par un
logiciel créé au sein de laboratoire de Mourad HARIR (Research Unit Analytical
BioGeoChemistry, Department of Environmental Sciences, Helmholtz Zentrum Miinchen,
Neuherberg, Allemagne). Les formules générées sont validées par réglage des
contraintes chimiques sensibles [0/C ratio < 1, H/C ratio < 2n+2 (CnH2n+2), évaluation
d’éléments : C < 100, H <200, 0 <80, N =0, S = 0 et un décalage dans la précision de
masse qui était fixé a 500 ppb. Les formules finales ont été générées et classées en
groupes contenant uniquement des compositions moléculaires de CHO qui ont été
utilisées pour visualiser les données des spectres de masse. Cette analyse en FTICR-MS a
été réalisée par Mourad HARIR (Research Unit Analytical BioGeoChemistry, Department
of Environmental Sciences, Helmholtz Zentrum Miinchen, Neuherberg, Allemagne).

2.2.7. Analyse par RMN

L'échantillon d'EPS a été soumis a une spectroscopie RMN a I'état de solution.
Environ 4 mg d'échantillon sec repris dans 750 pL de D20 (99,95 % 2H) ont été soumis
a un bain ultrasonique, avec réchauffement externe a ~45 °C. Apres centrifugation, le
surnageant a été soumis a une spectroscopie RMN de 800 MHz 1H a 310 K. Aprés 5 h de
traitement, 1'échantillon a été centrifugé et le surnageant a été mis dans un tube MATCH
de 3,0 mm et scellé. Cette analyse en FTICR-MS a été réalisée par Norbert HERTKORN
(Research Unit Analytical BioGeoChemistry, Department of Environmental Sciences,
Helmholtz Zentrum Miinchen, Neuherberg, Allemagne).

2.2.8. Analyse en spectroscopie FTIR

Les spectres en infrarouge ont été réalisés a I'aide d'un spectrometre Bruker IFS 66
piloté par ordinateur pour une gamme de fréquences comprises entre 400 et 4 000 cm-1.
Les échantillons d’EPS lyophilisés sont directement déposés pour la mesure. Les
nombres d'ondes sont exprimés en cml. Cette analyse en FTIR a été pilotée par
Catherine BERTHOMIEU (LIPM, UMR 7265 BVME, Cadarache).

3. Résultats

Dans ce paragraphe, nous présentons les résultats de travaux d’extraction d’EPS de
Rta, les essais de solubilisation de I'EPS, ainsi que les résultats des analyses de la
composition et de la structure de I'EPS.

Les EPS bactériens commercialisés comme la cellulose, le curdlan et le xanthane sont
secrétés dans le milieu de culture et produits en grande quantité. Les protocoles mis en
place pour leur extraction sont simples et consistent en l'élimination des cellules
bactériennes suivies par la récupération d’EPS a partir du milieu de culture. La grande
quantité d’EPS sécrétée dans le milieu le rend tres dense et visqueux. Le cas de I'EPS
produit par Rta est différent. La quantité d’EPS produite par Rta n’est pas comparable
avec les exemples donnés ci-dessus. En effet son EPS, méme s'il est sécrété, reste
fortement attaché a la surface de la cellule. De ce fait, son extraction a nécessité une
adaptation du protocole pour permettre la séparation de I'EPS de la membrane externe
bactérienne.
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3.1. Mise au point de I'’extraction

Les EPS bactériens sécrétés sont plus ou moins fortement fixés a la membrane
externe des bactéries qui les produisent. Généralement il est plus difficile d’extraire les
EPS fermement attachés a la surface cellulaire parce qu'’ils exigent une étape
supplémentaire dans le protocole. Cette étape consiste a décoller 'EPS de la surface
cellulaire a l'aide de différents agents chimiques. C'est le cas de Rta car I'EPS est
fortement fixé aux kystes qui le produisent. Cette structure est facilement visible sur les
photos de microscopie électronique a transmission publiées par Benzerara et al. (2004)
(Fig. 40). Avec cette technique de microscopie électronique a transmission, 1I'EPS
apparait sous forme d'un bord dense aux électrons a la surface bactérienne (Porsch et
al, 2012) (Fig. 40). Chez Rta, ce halo semble tres dense, compact, fermement attaché a la
surface de la bactérie, ce qui présage des difficultés pour l'extraction.

Figure 40 : Kystes de Rta en division, observés en microscopie électronique a transmission d’'un
échantillon en multicouches coupé par ultra microtome de colonie de Rta cultivé sur TSA/10
supplémenté avec CaCl.. La zone dense aux électrons a l'extérieur des cellules et plus
particulierement dans la zone entre les deux groupes de deux cellules en cours de division
correspond a I'EPS.

Des essais d’extraction de I'EPS de Rta avaient été réalisés préalablement au
laboratoire LEMIRE avant que j'entame mes travaux de these. Selon le protocole utilisé
au laboratoire, le décollement de I'EPS avait été tenté avec le NaCl et 'EDTA. Puis 'EPS,
probablement décollé, avait été précipité avec de l'isopropanol ou de l'éthanol. Ces
essais ne semblent pas avoir permis d'extraire des quantités suffisantes d'EPS. Il semble
donc que les méthodes qui utilisent seulement des agents complexant des cations ne
sont pas suffisantes. Donc, nous avons opté pour une séparation de I'EPS avec des agents
chimiques plus efficaces.

Notre choix s'est porté sur l'acide trichloroacétique (TCA) pour décoller I'EPS.
L’extraction d'un EPS avec le TCA repose sur un autre principe. Au lieu de complexer les
ions, le TCA permet de dénaturer et précipiter les protéines. Il permet de rompre les
liaisons glycoprotéiques entre I'EPS et la membrane externe, ainsi libérant 1'EPS.

Le protocole utilisé pour I'’extraction de I'EPS de Rta est inspiré des travaux de Sdwen
et al. (2010), d’Ozturk et Aslim (2010) et de Gorska et al. (2011), mais adapté en
fonction des besoins et des particularités de Rta. Le début du protocole est différent par
rapport a I'extraction d'EPS secrétés se détachant facilement de la cellule et qui consiste
a éliminer les cellules bactérienne par centrifugation et a extraire I'EPS a partir du
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surnageant. Ce protocole commence par la récolte des cellules bactériennes a partir

d’'une culture en batch ou en fed-batch. Nous avons voulu faire cette extraction en

endommageant le moins possible les cellules de Rta pour ne pas contaminer le produit

final. Pour éviter de lyser les cellules a cause d’'une pression osmotique inadaptée,

|'étape suivante consiste en leur remise en suspension dans un tampon. Nous avons

choisi d’utiliser le tampon phosphate en le modifiant légerement pour l'adapter aux
spécificités de Rta. Ainsi le tampon PBS avait la composition suivante :

[g/L]
NaCl 8
KCI 0,2
NazHPO4 1,42
KH2PO4 0,24
Eau ultrapure gsp1lL

Il a été modifié en éliminant le NaCl (8 g/L) et en augmentant la concentration du KCI
a 5 g/L. C’est une modification, en accord avec la faible résistance a la force ionique de la
bactérie, sans complétement éliminer les sels qui peuvent interagir avec I'EPS et faciliter
son extraction. A la suite dans cette mise en suspension, le TCA (concentration finale
4%) a été ajouté afin de décoller I'EPS de la bactérie. En 1'absence de TCA, il faut noter
que le culot de kystes obtenu apres la centrifugation d’'une culture de Rta est trés agrégé
et difficile a remettre en suspension, y compris apres forte agitation (vortex). Cela peut
étre dii a la présence de protéines a la surface des kystes qui contribuent a ’agrégation
de ces derniers. La solution finale des cellules dans le tampon PBS supplémenté de 4 %
TCA est agitée doucement pendant une nuit, a température ambiante a l'aide d’un
barreau aimanté, afin de décoller les kystes entre eux et en méme temps de libérer I'EPS.
A la fin de cette incubation, une coloration au Calcofluor white permet de visualiser que
I’EPS est décollé de la surface des kystes par le fait que le halo fluorescent autour des
kystes n’est plus présent. Dans cette suspension, seuls des résidus filamenteux
fluorescents sont observés pouvant étre considérés comme I'EPS séparés des kystes
(Fig. 41).
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Figure 41 : Décollement de I'EPS de la surface des cellules de Rta apres leur suspension dans
PBS modifié et traitement au TCA 4%. A) Image en microscopie optique ou la coloration au
Calcofluor white révéle une partie filamenteuse fluorescente (zone détourée). B) Image en
microscopie optique d'un gros fragment d’EPS décollé. C) L’'image en fluorescence apreés
coloration au Calcofluor white correspondant a l'image B qui montre la fluorescence du
polymere décollé. Barre d'échelle : 20 um.

Apres la séparation de 'EPS des kystes, la solution bactérienne est centrifugée pour
éliminer les cellules de Rta. L’EPS reste dans le surnageant et, pour améliorer sa pureté,
ce surnageant est filtré au seuil de coupure de 0,45 pum. Nous avons choisi un filtre
résistant au TCA 25 % constitué de polyéthersulfone (Minisart high flow Sartorius). A ce
stade, il est possible de faciliter I'extraction de I'EPS par I'ajout des sels, puis d'utiliser de
I'éthanol pour sa précipitation compléte. Ainsi, nous avons testé la précipitation de 'EPS
avec quatre sels différents, NaCl, KCl, MgCl2 et CaClz a une concentration finale de
40 g/L. Cette étape est importante, surtout dans le cas ou I'EPS expose des charges
négatives qui seront neutralisées par les charges positives des sels dissociés permettant
ainsi un changement de conformation de I'EPS et sa précipitation. Parmi les sels testés,
seul le KCl a permis d'observer quelques précipités blanchatres apres 1'ajout d’éthanol et
une décantation pendant une nuit. Ces résultats ne sont pas suffisamment satisfaisants
pour ajouter une étape de précipitation supplémentaire dans le protocole final. Ainsi
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apres la filtration de I’EPS, I’éthanol absolu froid a été ajouté directement et la solution a
été laissée a 4 °C pendant une nuit. Apres centrifugation, 'EPS sous forme de gel
transparent sédimente facilement en formant un culot. Apres coloration du gel au
Calcofluor white, nous observons une forte fluorescence confirmant que nous avons
bien extrait I'EPS de Rta. Nous pouvons en conclure que l'utilisation du TCA a permis de
décoller et d'extraire I'EPS de Rta.

La derniére mise au point pour optimiser le protocole pour une application semi-
industrielle consiste en une diminution importante de la quantité de tampon PBS, du
TCA et de I'éthanol. Le verrou le plus important est lié a l'utilisation d’'une quantité
importante d’éthanol rendant le processus difficile a exécuter a une échelle pré-
industrielle. Le probleme provient du fait que I'éthanol est facilement inflammable dans
une centrifugeuse. Ainsi il faut utiliser un appareil spécialement adapté (ATEX), afin
d’éviter tout incident. De plus l'utilisation de quantités importantes de tampon et de
solvant rend le processus trop coliteux. Enfin, selon les expériences que nous avons
réalisées, nous n'avons pas observé de diminution drastique du rendement d'extraction
de I'EPS en diminuant la quantité de tampon et de solvant.

Nous proposons donc un protocole basé sur ces résultats pour l'extraction de I'EPS
de Rta a partir des cultures obtenues en fed-batch dans le milieu optimisé (cf. Chapitre 1,
paragraphe 3.2.3., page 85). Ce protocole est schématiquement représenté dans la
Fig. 42. L’EPS extrait selon ce protocole est lyophilisé et utilisé pour des analyses
biochimiques.

Culture cellulaire envolume v
+
Centrifugation, 68000 x g, 15 min, T°C ambiante
)

Dans le culot est ajouté tampon PBS modifié avecTCA
en concentration finale 4% en volume 1/20 v

)
Apgitation & I'aide d'un barreau aimanté, T°C ambiant, sur la nuit
)
Centrifugation, 68000 x g, 15 min, T°C ambiante
)
Le surnageant est filtré & travers d'un filtre au seul de coupure 0,45 pm
)
Ajoutd’éthanol absolu froid en volume 1/10 v
)
Laisser sur la nuit 8 4°C
)
Centrifugation, 6000 x g, 15 min, 4°C
1)
EPS extraitdans le culot
i

Lyophilisation
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Figure 42 : Protocole d’extraction de 1'EPS de Rta utilisé pour les cultures obtenues en
bioréacteurs 30 L dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1).

3.2. Solubilisation de I'EPS

D’un point de vue industriel, la production d’'un EPS est rentable si ce dernier possede
des propriétés rhéologiques intéressantes, permettant sa commercialisation. Ainsi la
structure d’un polymeére est un point tres important, mais ses propriétés rhéologiques
sont essentielles. Généralement la solubilisation d'un polysaccharide en phase aqueuse
est la premiére étape pour la réalisation des analyses rhéologiques. Nous présentons ici
des résultats sur la solubilité de 'EPS extrait.

La premiere observation est que I'EPS lyophilisé repris dans de I'’eau ultra-pure ou
dans une solution de NaCl 0,1 M ajustée a une concentration finale de 0,1 % fait chuter le
pH a environ 3,8. Ce pH est tout d’abord neutralisé avec NaOH. Quels que soient les
traitements appliqués, ie. agitation en continu en augmentant progressivement la
température de 40 a 90 °C, avec une sonication par pulses, un suivi et un ajustement du
pH, 'EPS de Rta reste insoluble. Pour tester si cette insolubilité n’était pas due
simplement a la congélation ou a la lyophilisation, qui peut avoir des effets sur la
conformation des EPS, la solubilisation d'un échantillon d’EPS séché sous vide a
également été testée. Cet EPS sec mis en solution dans de l'eau ultrapure a une
concentration finale de 1% ou 2% reste toujours insoluble apres neutralisation du pH et
chauffage progressif de 30 °C a 100 °C. Dans ces conditions, nous avons observé une
légere hydratation et un léger gonflement du polysaccharide.

D'autres résultats ont attiré également notre attention :

e Une augmentation du pH a 10,7 semble rendre le polymere plus soluble. Cela
suggere la présence de substituants liés par une fonction esters, acétyle ou succinyle.

e Apres sonication, I'EPS repasse sous forme de gel en chauffant 1'échantillon a 80 °C.
Ce comportement de reconstitution a température élevée suggere l'existence de liaisons
hydrophobes avec une présence possible de lipides et/ou de glycolipides. Toutefois les
analyses de la composition lipidique des échantillons d’EPS montrent un faible taux de
lipides (1,5 %) (Annexe 3). De plus, apreés remise en suspension dans un mélange
"chloroforme : méthanol” (2: 1 v/v) qui extrait les lipides selon la méthode de Folch,
’échantillon reste intact apres séchage et tentative de resuspension dans NaCl 0,1 M. Il
reste insoluble méme apres neutralisation du pH, chauffage et sonication.

Finalement un moyen de solubilisation de 'EPS a été trouvé en utilisant directement
du DMSO. C’est un solvant polaire organique capable de dissoudre a la fois les composés
polaires et non-polaires et qui est miscible dans une large gamme de solvants
organiques, ainsi que dans I'eau. De cette maniere, il est possible d’obtenir une solution
d’EPS en concentration finale de 0,4 %. La dissolution peut étre accélérée par le
chauffage de I'échantillon a 60 °C et sous forte agitation. Néanmoins, apres dialyse, 'EPS
revient a son état initial insoluble et donc, dans ces conditions, il n’est pas possible
d’effectuer d'analyse rhéologique.

L’ensemble de ces résultats montre I'insolubilité de I'EPS de Rta et rend les analyses
rhéologiques impossibles a réaliser. En effet, dans d'autres cas de polymeres insolubles,
comme par exemple la cellulose, la seule maniere de faire des analyses rhéologiques est
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de modifier la structure du polysaccharide. Cela est possible qu'une fois la structure de

I'EPS connue. Donc, nous avons décidé de nous concentrer sur l’élucidation de la

structure de I'EPS de Rta en gardant en téte les conclusions découlant des premiers

résultats obtenus sur la solubilisation, notamment I'hypothese que 'EPS de Rta possede
a la fois des propriétés polaires et apolaires.

3.3. Caractérisation de ’EPS

Le caractere de fixation de 'EPS de Rta a la membrane externe de la cellule, son
insolubilité dans de I'eau et en solution saline, sans oublier la position taxonomique de
Rta laissent penser que sa structure est certainement tres originale. Pour caractériser la
structure d'un polysaccharide, il faut mettre en oceuvre plusieurs analyses
complémentaires pour combiner les résultats entre eux et définir la composition et
I'enchainement des monosaccharides et leur substituants dans ['unité répétée
(oligosaccharide). Notamment dans ce paragraphe nous allons présenter des résultats
sur la composition de 'EPS de Rta et faire des hypotheses sur la structure de 1'unité
répétée.

Les techniques que nous avons utilisées sont les suivantes : analyse élémentaire,
dosages colorimétriques des monosaccharides totaux et des acides uroniques, analyses
en CPG, spectrométrie de masse FTICR-MS, RMN, et HPLC (pour la détection des lipides).
A partir de ces résultats, nous allons également définir la pureté de I'échantillon extrait
et montrer des résultats sur la présence éventuelle des composés non-saccharidiques.

Les échantillons d’EPS utilisés pour l'analyse élémentaire, les dosages
colorimétriques des monosaccharides totaux et des acides uroniques, les analyses en
CPG et HPLC proviennent de cultures en fed-batch (cf. Chapitre 1, paragraphe 3.2.3,,
p- 85). Ces EPS ont été extraits et solubilisés selon le protocle décrit ci-dessus (Chapitre
2, paragraphe 3.1, Fig. 42, p. 99). Les échantillons d’EPS utilisés pour les analyses en
spectrométrie de masse FTICR-MS et en RMN proviennent d'une culture obtenue en
batch (milieu optimisé cf. Chapitre 1, paragraphe 2.3.2, page 54).L’extraction a été
réalisée selon le protocole décrit plus loin dans Fig. 58 (p. 132).

3.3.1. Analyse élémentaire

Les polysaccharides sont des macromolécules constitués a partir des d'unités
répétées de monosaccharides. Les monosaccharides identifiés dans la structure des EPS
bactériens sont des hexoses (CsH1206) et des pentoses (CsH100s), ils ont une formule
générale CnH2nOn. De nombreux EPS contiennent également des acides uroniques. Les
monosaccharides peuvent étre associés a des groupements méthyle, acétyle, succinate,
pyruvate. Plus rarement des substitutions avec un sulfate, phosphate, amine et amide
sont présentes, ajoutant a cette composition de base du phosphore, du soufre et ou de
'azote.

L'analyse des principaux éléments (C, H, O, N) de 'EPS de Rta a été réalisée par
I'Institut des Sciences Analytiques (CNRS, Villeurbanne). Nous avons également
demandé de quantifier le chlore en raison de 1'utilisation du TCA lors de I'’extraction de
I'EPS et les risques de son élimination incomplete. Effectivement, nous mettons en
évidence une quantité importante en Cl représentant en moyenne environ 33 % dans
I'échantillon (Fig. 43). De toutes évidences, le TCA n'a pas suffisamment été éliminé.
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Figure 43 : Composition élémentaire massique en C, H, O, N et Cl de 'EPS de Rta. Les
échantillons d’EPS utilisés sont trois répétitions provenant des extractions, selon le protocole
décrit dans paragraphe 3.1., chapitre 2 (Fig. 42), a partir des trois cultures obtenues en fed-batch
dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1). Les barres d'erreurs représentent les
écarts-types a la moyenne.

Si I'on considere que le chlore contenu dans I'EPS est sous forme de TCA, apres
soustraction des éléments constituants le TCA (Cl mais aussi C, H et O), il reste en
moyenne 16,8 % de C, 19,1 % d’'O et 2,8 % de H, soit un pourcentage total pour I'EPS de
38,7%. En calculant le ratio de chaque de ces éléments par rapport a leur somme (CHO)
et apres soustraction du TCA, on obtient 43,6 % de C, 49,3 % d’0 et 7,1% de H (Fig. 44).
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Figure 44 : Composition élémentaire massique en C, H et O de I'EPS de Rta aprés la soustraction
du TCA. Les échantillons d’EPS utilisés sont trois répétitions provenant des extractions, selon le
protocole décrit dans paragraphe 3.1., chapitre 2 (Fig. 42), a partir de trois cultures obtenues en
fed-batch dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1). Les barres d'erreurs
représentent les écarts-types a la moyenne.

Ces ratios ont été comparés a quelques ratios d'unités osidiques et de deux acides
gras (Tableau 10). Ils permettent d'exclure que la molécule étudiée puisse étre un acide
gras et ils confirment qu'il s'agit bien d'une molécule constituée d'unités osidiques. Une
analyse plus fine semble indiquer que ces ratios correspondent davantage a des unités
répétées formées d'hexoses et de pentoses voire de déoxy-hexoses substitués par un
radical acétyle ou autre acide organique.

Tableau 10: Comparaison de la composition élémentaire massique en C, H, O de I'EPS de Rta
avec certains exemples de monosaccharides substitués ou pas, des oligosaccharides, ainsi que de
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deux acides gras. La contribution en C, H et O de la contamination de 1'échantillon avec le TCA a
été soustraite pour le calcul de ces pourcentages.

C/CHO (%) H/CHO (%) O/CHO (%)

EPS Rta 43,6 7,1 49,3
Methyl-hexose /Acetyl deoxy-hexose (C7H1406) 43,3 7,2 49,5
Methyl-pentose /Déoxy-hexose (CcH1205) 43,9 7,4 48,7
Acetyl-pentose (C7H120¢) 43,8 6,3 49,9
Acetyl-hexose (CgH1407) 43,2 6,4 50,4
Hexose/Pentose (C¢H1206 / CsH1005) 40,0 6,7 53,3
Hexose pyruvate (CoH140s) 43,2 5,6 51,2
Pentose pyruvate (CsH1207) 43,4 5,9 50,6
Glycan-pentasaccharide (C30H48026) 43,7 5,8 50,5
Hexasaccharide (C3sHss031) 43,8 5,9 50,2
Hexadecanoic acid (C16H3202) 74,9 12,6 12,5
Octadecenoic acid (C1sH3402) 76,0 12,8 11,2

L’analyse élémentaire donne également des informations sur la présence d’azote
dans les échantillons (2,4% de CHNO+Cl, Fig. 43). Il est possible que cet élément
provienne de peptides ou de protéines membranaires solubilisées lors de I'extraction.
Une deuxiéme hypothese est que 'EPS de Rta posseéde des groupes amines ou amides
comme substituants de monosaccharides ou des acides aminés dans son unité répété.

L’ensemble de ces résultats indique que I'EPS extrait n'est pas pur (présence
importante de TCA), mais que la composition de I'unité répétée est certainement de
nature saccharidique avec peut-étre des substitutions par exemple avec des
groupements acétyles.

3.3.2. Composition en monosaccharides et leur quantification (CPG et
analyses colorimétriques)

Sur la base de l'analyse élémentaire, 1'unité répétée de I'EPS de Rta est de nature
saccharidique. Une analyse colorimétrique par la méthode de Dubois et al. (1956), a
permis de mettre en évidence que I'EPS contient 42% d'oses réducteurs, en cohérence
avec le pourcentage fourni par I'analyse élémentaire (38,7 %).

Pour aller plus dans la caractérisation de la composition en monosaccharides, nous
avons effectué une analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Cette analyse
est compatible avec la présence de TCA car seuls les monosaccharides peuvent étre
dérivatisés dans le prétraitement des échantillons, avant injection dans le
chromatographe.

3.3.2.1. Analyse en CPG en hydrolysant 'EPS de Rta par l'acide
sulfurique

Pour la premiére analyse en CPG, réalisée sous la direction de Catherine GARNIER et
Sophie LE GALL (BIA, INRA, Nantes), nous avons utilisé trois échantillons d’EPS de Rta,
provenant de trois cultures indépendantes produites en fed-batch dans le milieu
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optimisé (cf. Chapitre 1, paragraphe 3.2.3.) et extraits selon le protocole décrit dans

paragraphe 3.1., chapitre 2 (Fig. 42). Les échantillons sont tout d’abord hydrolysés avec

de I'acide sulfurique (H2S04 13 M, puis 1 M), permettant de libérer les monosaccharides

des unités répétées, puis dérivatisés et enfin injectés dans une colonne de CPG (TG-225
GQO).

Outre le standard interne (inositol) et un pic artéfactuel, pour chacun des trois
échantillons analysés nous avons détecté cinq hexoses dont deux majoritaires : glucose
(Glc), galactose (Gal), et trois minoritaires : mannose (Man), xylose (Xyl) et arabinose
(Ara) (Fig. 45). Un cinquiéme pic important, correspondant a du ribose (Rib), a
également été mis en évidence. La présence de ribose dans I'EPS de Rta demande a étre
vérifiée par d'autres méthodes dans la mesure ou ce pentose est rarement présent dans
les EPS bactériens décrits dans la littérature.
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Figure 45 : Profil chromatographique (CPG) de la composition osidique de I'unité répétée de
I'EPS de Rta, prétraité par une hydrolyse a l'acide sulfurique 13 M et puis traité a l'acide
sulfurique 1 M, 2 h, 100 °C. L’'analyse est effectuée sur un échantillon extrait de culture de Rta
obtenue en fed-batch dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1) et extrait selon le
protocole décrit dans paragraphe 3.1. (Chapitre 2, Fig. 42). Les pics majeurs détectés
correspondent aux monosaccharides : ribose, glucose, galactose, les pics mineurs sont ceux de
xylose, arabinose, mannose. Le standard interne est I'inositol.

L’analyse en CPG permet également de quantifier les différents monosaccharides
détectés. Ainsi, en connaissant la quantité d’échantillon utilisé pour une analyse, nous
pouvons calculer la quantité finale de chaque ose dans I'EPS. De cette fagon nous
retrouvons dans les échantillons le glucose et le galactose qui sont les monosaccharides
majoritaires, représentant respectivement environ 7,7 % et 3,0 % en moyenne (Fig. 46).
Les autres monosaccharides sont en quantité plus faible, le mannose représentant
environ 0,4 %, l'arabinose 0,2 % et le xylose 0,3 % (Fig. 46). Toutes les quantités
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estimées ont une trés faible variabilité d’'un échantillon a l'autre et nous pouvons en
conclure que les différentes répétitions de fermentation et les extractions ont été
réalisées de facon reproductible. Le pourcentage massique total de tous les
monosaccharides est d'environ 12 %. Donc le reste des monosaccharides (selon
I'analyse élémentaire 38,5% ou selon le test colorimétrique 42 %) n'a pas été identifié
par cette méthode. Le ribose est probablement présent dans les échantillons mais sa
présence doit étre validée par une analyse incluant le ribose comme strandard interne,
condition pour pouvoir calculer son pourcentage dans I'EPS. La différence entre ces
valeurs peut provenir d'un faible rendement d'hydrolyse et de dérivatisation (environ
50%) ou d'une identification incomplete des constituants de l'unité répétée (e.g. acides
uroniques/oses oxydés).
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0,0 = = T = T - = T T
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Figure 46 : Pourcentage massique de glucose, galactose, arabinose, xylose, mannose dans les
échantillons d’EPS de Rta issus de trois cultures bactériennes indépendantes en fed-batch. Les
échantillons d’EPS proviennent d’extraction, selon le protocole décrit dans paragraphe 3.1.
(Chapitre 2, Fig. 42), a partir de trois cultures de Rta obtenues en fed-batch (Ferm 1, 2 et 3) dans
le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3. chapitre 1). Les barres d'erreurs représentent les
écarts-types a la moyenne.

Pour vérifier cette derniere hypothese concernant la possibilité de présence d'acide
uronique dans l'unité répétée, nous avons recherché sa présence en utilisant un test
colorimétrique spécifique par la méthode au métahydroxydiphényl (Blumenkrantz et
Asboe-Hansen, 1973). Cette méthode n’a pas permis de mettre en évidence la présence
d'acide uronique.

Compte tenu des concentrations tres faibles en mannose, arabinose et xylose (10 a 20
fois plus faibles que celles du glucose et du galactose), a ce stade de notre analyse nous
retenons de facon certaine, comme monosaccharides impliqués dans l'unité
répétée, le glucose et le galactose (ratio 2,5:1 correspondant a 7,7 vs 3,0 %) avec
une présence de ribose qui reste a valider.
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3.3.2.2. Analyse en CPG en hydrolysant I'EPS de Rta par méthanolyse

Nous avons décidé de faire une autre analyse en CPG d'un seul des trois échantillons
d’EPS de Rta, sachant que nous avons vu précédemment que les trois répétitions étaient
tres homogenes. Cette analyse a été réalisée par Claire BoiSSET-HELBERT (CERMAYV, CNRS,
Univ. Grenoble-Alpes). La méthode d'hydrolyse est différente de la précédente puisqu'il
s'agit ici d'une méthanolyse, et non pas d'une attaque a l'acide sulfurique. C’est une
méthode efficace, présentant une conversion quasi-totale des monosaccharides en
méthylglycosides stables en solution (Chambers et Clamp, 1971). Deux conditions ont

été testées. La premiere est une méthanolyse faible avec MeOH/HCI 2 N et la deuxiéme,
plus forte, utilisant MeOH/HCI 3 N.

Quelles que soient les conditions de méthanolyse, nous observons la présence avec
certitude de ribose, glucose, galactose et mannose (Fig. 47A et B). Par rapport a
I'analyse en CPG précédente, nous confirmons la présence de ces 4 oses, alors que nous
avions un doute concernant le ribose et le mannose.
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Figure 47 : Profils chromatographiques en CPG de I'EPS de Rta hydrolysé par une
méthanolyse utilisant A) MeOH/HCI 2 N et B) MeOH/HCI 3 N. Les échantillons d’EPS ont été
extraits selon le protocole décrit dans paragraphe 3.1. (Chapitre 2, Fig. 42), a partir d’'une culture
de Rta obtenue en fed-batch dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1). Les
monosaccharides détectés dans A) et B) sont le ribose, glucose, galactose et mannose. Le

standard interne est le myo-inositol.

Il est intéressant de noter dans le chromatogramme un certain nombre de pics qui ne
correspondent pas a des standards et ne sont donc pas identifiés (Fig. 47A et B). La
présence de ces pics peut étre expliquée par plusieurs raisons. Par exemple il peut s’agir
de monosaccharides ne correspondant pas aux molécules "standard" utilisées. Il est
également possible que ce soit des monosaccharides liés a des substituants qui n'ont pas
été libérés apres I'hydrolyse. Ces molécules peuvent également étre non-osidiques
portant des hydroxyles qui permettent leur silylation et par la suite leur élution.

Selon cette deuxiéeme analyse en CPG, le pourcentage total des monosaccharides
majoritaires identifiés est de 12-14 % se répartissant pour l'extraction la plus efficace
(MeOH/HCI 2N) de la fagon suivante ribose (5,2%), glucose (4,2 %), galactose (2,8 %) et
mannose (1,7 %) (Fig. 48).
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Figure 48 : Pourcentage massique de glucose, galactose, ribose, mannose et pourcentage
massique total en monosaccharides présents dans I'échantillon d’EPS de Rta selon I'analyse CPG.
L’échantillon est hydrolysé par une méthanolyse utilisant MeOH/HCI 2 N ou MeOH/HCI 3 N. Cet
échantillon d’EPS provient d’extraction, selon le protocole décrit dans paragraphe 3.1. (Chapitre
2, Fig. 42), a partir d’'une culture de Rta obtenue en fed-batch (Ferm 1, 2 et 3) dans le milieu
optimisé (cf. paragraphe 3.2.3,, chapitre 1). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a
la moyenne.

Le ratio des quatre oses Rib : Glc : Gal : Man est en moyenne des deux méthanolyses le
suivant:1,5:1,0: 0,7 : 0,4 (pouvant étre simplifié par 3/2/1/1). Dans cette expérience,
le ratio entre Glc et Gal (1,0 : 0,7) est différent du précédent (2,5 : 1,0).

Globalement nous constatons que la méthanolyse est une hydrolyse plus douce
comparée a l'’hydrolyse a 'acide sulfurique, puisque le pourcentage massique d’oses
totaux extraits est de 12-14 %, a comparer avec environ 11,5 % (ribose non compris)
extraits dans l'analyse CPG précédente. Par contre, cette méthode (méthanolyse) nous
semble fournir des résultats plus fiables en ce qui concerne la composition en
monosaccharides, avec encore une interrogation concernant le ribose et a laquelle nous
essayons de répondre dans le paragraphe suivant.

3.3.2.3. Quantification des ARN dans les échantillons d’EPS de Rta

Comme nous l'avons évoqué précédemment, la présence de ribose dans l'unité
répétée, si elle est avérée, serait un élément tres original de I'EPS de Rta. En effet, a ce
jour, la présence de ribose dans un EPS bactérien n'a été mise en évidence que chez
quelques bactéries telles que Streptococcus thermophilus (Faber et al, 2002),
Pseudomonas putida (Kachlany et al, 2001) et surtout des cyanobactéries telles que
Nostoc, Oscillatoria et Cyanothece (Parikh et Madamwar, 2006), ainsi que Synechocystis
(Fisher etal., 2013).

Enfin chez les organismes vivants, le ribose est un ose essentiellement présent dans la
structure d’ARN. Les ribosomes contenus les ARN auraient dii étre éliminés avec le culot
cellulaire lors de la centrifugation qui suit le décollement de 'EPS. Prenant en compte le
fait que nous avons utilisé du TCA pour séparer I'EPS de la membrane externe et que le
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TCA peut précipiter les acides nucléiques (formés de plus que 20 nucléotides),

I'hypothése d'une origine ribosomique du ribose (détecté en CPG) est peu plausible mais
méritait d'étre testée.

Tout d’abord nous avons essayé de remettre I'EPS le plus possible en solution dans de
I'eau ultrapure. L’absorbance de I'EPS en solution a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre (Nanovue). Nous observons deux pics a 260 et 210 nm compatibles
avec un spectre des quatre types de nucléotides montrant ainsi la présence d'ADN et/ou
d'ARN dans I'échantillon (Fig. 49).
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Figure 49 : Spectre d’absorbance de I'EPS de Rta mesuré a l'aide d'un spectrophotomeétre
(NanoVue) montrant deux pics a 260 nm et a 210 nm. L’échantillon d’EPS a été extrait selon le
protocole décrit dans paragraphe 3.1., Chapitre 2 (Fig. 42), a partir d’'une culture de Rta obtenue
en fed-batch dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1).

Nous avons effectué une deuxiéme expérience pour quantifier I’ARN ribosomique
(ARNr) potentiellement présent dans l’échantillon. Dans les cellules bactériennes,
I’ARNr représente la majorité des ARN (environ 80%). Pour cela nous avons effectué un
gel d'électrophorese afin de révéler les bandes correspondant a 'ARNr 16S et 23S. Le
seuil de sensibilité est de 30 pg/mL d’ARNr avec deux bandes de tres faible intensité, par
comparaison aux bandes obtenues avec 60 pg/mL d’ARNr (Fig. 50). En dessous de cette
valeur de 30 pg/mL d’ARNr, nous n'avons pas pu détecter de bandes fluorescentes. Aux
trois concentrations d'EPS testées (1,0, 1,2 et 2,3 mg/mL), aucune bande n'est
observable. L'échantillon d’EPS de Rta (2,3 mg/mL) contient donc moins de 30 pg/mL
d'ARNr (Fig. 50), ce qui représente moins d’1% d’ARNr dans I'EPS (w/w). Sachant que le
ribose représente en masse 30% d’'un ARNr, nous pouvons en conclure que les traces
d'ARNr mises en évidence par spectrophotométrie correspondent au maximum a 0,3%
du ribose détecté dans I'EPS de Rta. Cette valeur est a comparer avec les 5,2 % de ribose
détectés par I'analyse en CPG par méthanolyse.
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Figure 50 : Gel d'électrophorése pour la détection d’ARN ribosomique dans I'EPS de Rta. Deux
standards de 30 et 60 pg/mL d’ARNTr et trois solutions d’EPS 2,3 mg/mlL, 1,2 mg/mL et 1 mg/mL
dans le tampon TE sont déposés. L’échantillon d’EPS a été extrait selon le protocole décrit dans
paragraphe 3.1., Chapitre 2 (Fig. 42), a partir d’'une culture de Rta obtenue en fed-batch dans le
milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., chapitre 1).

Finalement nous avons utilisé le dosage par le kit "Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay
Kit" pour vérifier la présence d'ARN dans I'EPS de Rta. C'est une méthode tres sensible,
basée sur la coloration fluorescente des acides nucléiques, permettant de détecter 'ARN
a partir d’1 ng/mL. Pour ce dosage, nous avons resuspendu 1 mg de 'EPS de Rta dans
1 mL de tampon TE, puis effectué des dilutions. Le pH de I'échantillon d'EPS non dilué
qui est environ de 4,4, augmente dans les dilutions a environ 6,8. Cela nous permet de
comparer les résultats a la courbe d’étalonnage. Avec cette méthode de dosage, nous
n'avons pas pu mettre en évidence la présence d'ARN.

En conclusion, I'éventuelle contribution du ribose provenant des ARN (au maximum
0,3%) ne peut représenter les 5 % du ribose total de I'EPS de Rta dosé par CPG.

En conclusion de cette partie consacrée a la détermination de la composition de
I'unité répétée de I'EPS de Rta par CPG : malgré la présence de TCA dans les échantillons
et un rendement de d'extraction/purification de I'EPS faible (15-20% maxi de
monosaccharides totaux), nous avons mis en évidence la présence de quatre
monosaccharides majoritaires : ribose, glucose, galactose et mannose.

3.3.3. Composition élémentaire par FTICR-MS

Pour aller plus loin dans 'analyse de la composition biochimique de I'EPS, nous avons
bénéficié d'une collaboration avec le Dr. Mourad HARIR (Research Unit Analytical
BioGeoChemistry, Department of Environmental Sciences, Helmholtz Zentrum Miinchen,
Neuherberg, Allemagne) qui a réalisé une analyse par spectrométrie de masse en FTICR-
MS (Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance-Mass Spectroscopy) avec ionisation en
mode négatif, couplée a la technique de nanospray (ESI pour Electrospray lonization)..
L'interprétation des données a été effectuée par Catherine SANTAELLA (LEMIiRE).

La FT-ICR-MS est une spectroscopie résolutive et exacte qui détermine la masse d’un
composé au niveau isotopique avec une erreur inférieure * 1 ppm et permet
l'identification de la formule chimique brute des ions. Cette technique ne nécessite
qu'une tres faible concentration en molécules a analyser, et elle est particulierement
adaptée pour analyser des mélanges tels que des métabolomes (ensemble de
meétabolites). La comparaison des masses expérimentales traduites en formules brutes
avec celles de banques de données peut permettre d’attribuer des structures
moléculaires correspondant a ces masses. Avec l'instrument disponible au HZM et les
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conditions opératoires, la gamme de masses accessibles est large, de 'ordre de 100 a
1500 Da.

En raison de la masse molaire élevée des EPS (de l'ordre de 10° g/mol), nous ne
pouvons pas analyser directement les échantillons d’EPS de Rta par FTICR-MS. Pour
fragmenter 'EPS en oligosaccharides, un échantillon d’EPS de Rta (culture en batch
TSB/10 + lactate 10 mM, extraction selon le protocole décrit dans la Fig. 58 p. 131), a été
prétraité par sonification dans du H2S04 5% pendant 3 min a température ambiante. Les
sels sont éliminés par purification sur une colonne SPC18 éluée avec du MeOH. L’éluat
dilué dans du MeOH est infusé en FTICR-MS avec ionisation en mode négatif, couplée a
la technique de nanospray (ESI pour Electrospray Ionization). Cette méthode permet
d’ioniser négativement les oligosaccharides en arrachant un proton pour former l'ion
moléculaire [M-H]-.

Dans le cas des monosaccharides, en I'absence d’anions de type chlorure, nitrate ou
autre, cet ion [M-H]-, est instable et produit de nombreux ions fragments de source
interne (Harvey, 2005 part 1). En ionisation négative, les coupures attendues sont de
type C ou 0,2A (nomenclature de Domon et Costello, 1988), avec possibilité de
réarrangement des fragments C en fragments B, par déshydratation (perte de masse de -
18 Da) (Li et al., 2005 ; Pérez et al., 2008).

L’exemple ci-dessous montre le réarrangement pour un ion positif (Pérez et al,
2008), mais il est identique pour un ion négatif.
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Figure 51: Fragmentation d’'un ion [M+Na]* par coupure B ou C et réarrangement par
déshydratation (d’apres Pérez et al.,, 2008).
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Classiquement, l'interprétation d'un spectre de masse consiste a identifier 'ion

moléculaire, qui correspond a la molécule ionisée. Cet ion est généralement le plus

lourd, mais pas toujours. Si le pic moléculaire est intense, on peut détecter des pics plus

lourds correspondant aux motifs isotopiques M+1, M+2.. De plus, ce pic n’est pas

toujours détecté : I'intensité peut étre faible et le signal noyé dans le bruit de fond, la

molécule ionisée peut également étre fragile et se fragmenter rapidement (Dalmeyda et
David, 2000)1.

La deuxieme fagon d’interpréter le spectre est d’identifier des fragments neutres,
correspondant a la perte d’'un motif reliant deux m/z.

La troisieme consiste a interpréter chaque m/z en attribuant une formule brute et
une structure, et relier ces m/z en utilisant l'information sur la perte de masse neutre
entre deux fragments.

Il faut noter que ce mode d’interprétation n’est pas classique en FTICR-MS, la
technique ne générant que tres peu de fragmentation, et encore moins pour 'analyse
d’'un mélange de composés. Dans notre cas, la fragmentation est due a I'instabilité des
ions moléculaires, les monosaccharides étant analysés en mode négatif en I'absence
d’anions stabilisateurs.

Le spectre de masse obtenu en FTICR-MS pour I'EPS de Rta est complexe, contenant
plus de 6 millions de pics. Le pic moléculaire lui-méme n’a pas pu étre repéré. Le
traitement des données s'est effectué en plusieurs étapes.

Tout d’abord, pour chaque pic m/z détecté, d’'intensité supérieure au bruit de fond, le
calcul d’'une formule brute élémentaire a été réalisé en utilisant un script écrit en
interne, avec une tolérance entre la masse détectée et la masse théorique, inférieure a
+1 ppm. Cette tolérance est calculée par la formule suivante :

(M expérimentale - M théorique) x 106 /M théorique

La masse théorique est calculée sur la base de la formule brute de lion
(http://www.chemcalc.org/; Patiny et Borel, 2013). Sur ce site, la masse théorique de
l'ion est libellée "masse monoisotopique expérimentale” et tient compte de la charge
négative.

Sur la base d’'un diagramme de Van Krevelen "ratio H/C vs ratio O/C" (Fig. 52A) et
d'une représentation du ratio H/C vs m/z (Fig. 52B), seuls les signaux m/z
correspondant a des composés de type carbohydrates (mono- et oligosaccharides) ont
été sélectionnés, générant un tableau de 32 composés, caractérisés par leur masse et
une formule brute potentielle, de type CHO.

1 (Dalmeyda et David, 2000) ! Exercices dirigés de spectrométrie de masse, almeyda.chez.com/cours
/spectrodemasse/interpretation-ms.pdf)
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Figure 52 : Sélection des carbohydrates dans les échantillons d’'EPS de Rta parmi les masses
obtenus en FTICR-MS : A) Diagramme de Van Krevelen estimant le ratio H/C comme fonction
d’0/C qui permet de sélectionner les masses proches de la formule C,H2,0, B). Un deuxieme
traitement des résultats qui permet d’exclure les molécules avec des ratios H/C en fonction de
ratio masse/charge (m/z) incohérents avec les ratios attendus pour les carbohydrates.

Pour chacune des 32 formules brutes correspondant aux ions m/z, nous avons
recherché dans des bases de données (ChemSpider?, PubChems3) des attributions de
structures potentielles correspondant a des mono- et oligosaccharides, en considérant
que ces formules brutes proviennent de différents cas de figure :

- Perte d'un proton et formation de [M-H]-
- Perte d'un proton, déshydratation et formation de [M-H20-H]-
- Perte d’un proton, fragmentation 0,2A et formation de [M-C2H402-H]-

- Perte d’un proton, fragmentation 0,24, déshydratation et formation de [M-C2H402-
H20-H]-.

Un tableau a été généré et complété avec des structures possibles générées par une
recherche de correspondance des m/z dans la base Metlin4, en mode négatif sur la base
d’ions formés [M-H]- et [M-H20-H]-. Ce tableau contient plus de 120 composés potentiels
pour lesquelles les attributions de structures peuvent étre converties en modules
moléculaires équivalents. Ces mémes composés ont généré une liste de formules brutes
correspondant a des pertes de masse neutres (M-H20). Un exemple d'une ligne de ce
tableau est présenté dans le Tableau 11.

2 http://www.chemspider.com

3 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound
4 https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage
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Tableau 11: Recherche de structures potentielles correspondant au pic m/z = 293.0877

Nombre
Mazze Formule Farmule de Mass
Mazze . . |monoisotopique |Erreur  |brute de Recherche d'homologues | Equivalent de structure en structures |Formule . . ,
.. Intensita .. . lon correspondant  |brutedu . monoisotopique (N 10
exparmentale theorique pour  |[ppm l'ign . dans Chem Spider modules dans [W-H20]
- . .. compaose v [W-H20]
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T
N
i
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l\.'-\.,\__.-l-..v.l.ll
Fur oy
. ' e
“’j ! e _am
1 ] - .-‘M
I i
Galzctopyranosyl-0-
[M-H20-H]- C1IHZ001D |xylose Pentopyranosyl-hexmpyranosze 70 C11H1809 29408513 24
oo
“ ;-"' o
A
Methy| 4-0-[ &-demoy-a-L-
mannopyranosyl-o-D-
£lucopyranosiduronic
[M-C2HAD2-H]- C13H22011 |acid OMe+ 6-Deoxyhexoset UA 2 C13H20010 336.10570 26
W o M
e --’\K’Mi'“'“"
§-C-Glep-| 1-#4)- L-a-D-
[M-C2H&02-H20-H]- |C13H24012 |Hepp Hexo=ze-Heptitol 9 C13Hz2011 35411627 25
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Cette base de données a été complétée en ajoutant les motifs/substituants les plus

caractéristiques des monosaccharides, dont quelques exemples sont présentés dans le
Tableau 12.

Tableau 12 : Ions caractéristiques de monosaccharides. Pour faciliter la lecture, les masses ont
été arrondies a l'unité.

Motif ou substituant Masse molaire [M-H]- [M - H20] [M-H.0-H]-
Hexose 180 179 162 161

Acide uronique (UA) 194 193 176 175
Pentose 150 149 132 131
Désoxyhexose 164 163 146 145
Acétate 60 59 42 41

000

Des pertes de masses "types" correspondant a des fragmentations classiques des
monosaccharides ont été ajoutées a la base de données (Tableau 13). Certains schémas
de fragmentation révelent le type d’enchainement des monosaccharides (1,2; 1,3; 1,4 :
1,6) (Garozzo, 1990).

Tableau 13 : Pertes de masse correspondant a des fragmentations de monosaccharides

Fragmentation Perte de masse (uma) Formule brute
0,1A 30 CHO
0,2A 60 C2H402
2,4A 120 C4H04
0.4A 90 C303He

Au total, un tableau de 180 motifs neutres de pertes de masse a été ainsi généré
(Annexe 5).

Apres avoir généré ces bases de données, la liste des 32 m/z a été utilisée pour
construire une matrice de distance de chaque m/z par rapport aux autres. Puis, la liste
des pertes de masses (motifs neutres) a été utilisée pour rechercher des motifs dans la
matrice de distance. Cette recherche s’effectue avec une précision de 5 chiffres apres la

virgule. Un exemple de recherche de motifs dans la matrice de distance est illustré dans
la Figure 53.
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m/z 801 785 783 783 719 571 443 439 427 425 423 413 407 405 395 377 359 339 337 323 311 309 307 293 291 291 281 275 263 175 161

801 0 0 0 18 0 0 0 362 0 0 378 0 394 396 406 424 442 0 464 478 490 492 494 508 510 510 520 526 538 626 640
785 0 0 0 0 0 0 346 0 0 362 0 378 380 390 408 426 0 448 462 474 476 478 492 494 494 504 510 522 610 624
783 0 0 0 0 212 0 344 0 358 360 370 376 378 388 406 424 444 446 460 472 474 476 490 492 492 502 508 520 608 622
783 -18 -2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 476 0 0 0 0 0 0 608 622
719 0 0 0 0 148 276 280 292 294 296 306 312 314 324 342 360 380 382 396 408 410 412 426 428 428 438 444 456 544 558

571 0 0 -212 -148 0 0 132 0 146 148 158 164 166 176 194 212 232 234 248 260 262 264 278 280 280 290 296 308 396 410

443 0 0 0 -276 0 0 4 0 18 20f 30 36 38 48 66 84 104 106 120 134 136 150 152 152 162 168 180 268 282
439] -362 -346 -344 -280 -132 -4 0 0 0 0 0 0 34 0 62 80 0 102 116 128 Om 146 148 148 158 164 176 264 278
427 0 0 0 -292 0 0 0 0 2 4 14 20 22 32 50 68 88 90 104 116 118 120 134 136 136 146 152 164 252 266
425 0 0 -358 -294 -146 -18 0o -2 0 2 0 18 20, 30 48 66 86 88 102 114 116 118 134 134 144 150 162 250 264
423| -378 -362 -360 -296 -148 -20 0o -4 -2 0 0 0 18 0 46 64 0 86 100 112 0 116 130 132 132| 142 148 160 248 262
413 0 0 -370 -306 -158 -30 0 -14 0 0 0 6 18 36 54 74 76 90 102 104 106 120 122 122| 132| 138 150 238 252
407| -394 -378 -376 -312 -164 -36 0 -20 -18 0 -6 0 of 30 48 70 84 96 98 100 114 116 116 126 132| 144 232 246

405| -396 -380 -378
395| -406 -390 -388
377| -424 -408 -406
359| -442 -426 -424
339| 0 0 -444

68 82 94 0 98 112 0 114 124 130 142 230 244
72 84 86 88 102 104 pmieZy 114 120 220 234
40 54 66 0 70 84 8 86 96 102 114 202 216
22 36 48 0 52 66 0O 68 78 84 96 184 198
2 16 28 30 32 46 48 48 58 64 76 164 178

-324 -176 -48 0 -32; -30 0 -18 0 0 18 36
-342 -194 -66 -62 -50 -48 -46 -36/ -30 -18 0 18
-360 -212 -84 -80 -68 -66 -64 -54 -48 -46 -36 -18 0
-380 -232 -104 0 -8 -86 0 -74 0 0 0 0 0

8
2
-314 -166 -38 -34 -22 -20 -18 -8 -2 0 0 0 46
0
0

OO0 000000000 0DO0OO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODOON
O O O O oo
(9]
(o]

337] -464 -448 -446 -382 -234 -106 -102 90 -88 -8 -76 -70 -68 -58 -40 -22 -2 0 0 0 of 30 0 0 46 0 62 74 162 176
323| -478 -462 -460 -396 -248 -120 -116 -104 -102 -100 -S0 -84 -82 -72 -54 -36 -16 0 0 12 0 16/ 30 0 320¥A 48 60 148 162
311| -490 -474 -472 -408 —260 -128 -116 -114 -112 -102 -96 -94 -84 -66 -48 -28 0- 0 0 4 18 0 20/ 30| 36 48 136 150
309| -492 -476 -474 -410 -262 -134 0 -118 -116 0 -104 -98 0 -86 0 0f =30 0 0 0 0 2 16 18 18 28 34 46 134 148
307| -494 -478 -476 -476 -412 -264 —136 -120 -118 -116 -106 -100 -98 -8 -70 -52 -32f 30K -16 -4 -2 0 0 0 0 0 0 0[132] 146
293| -508 -492 -490 0 -426 -278 -150 -146 -134 -130 -120 -114 -112 -102 -84 -66 -46 of 30 -18 -16 0 0 0 2 0 18 30 118|132
291| -510 -494 -492 0 -428 -280 -152 -148 -136 -134 -132 -122 -116 0 -104 -86 0 -48 0 0 0 -18 0 0 0 0 10 16 28 116 130
291] -510 -494 -492 0 -428 -280 -152 -148 -136 -134|-132(-122 -116 -114 Yy -86 -68 -48 -46 -32 -20 -18 0o -2 0 0 0 0 0 116 130
281| -520 -504 -502 0 -438 -290 -162 -158 -146 -144' -142[-132|-126 -124 -114 -96 -78 -58 OREiyA 30 -28 0 0 -10 0 0 6 18 106 120
275|-526 -510 -508 0 -444 -296 -168 -164 -152 -150 -148 -138(-132|-130 -120 -102 -84 -64 -62 -48 -36 -34 0 -18 -16 0 -6 0 0 100 114
263| -538 -522 -520 0 -456 -308 -180 -176 -164 -162 -160 -150 -144 —142|E -114 9% -76 -74 -60 -48 -46 of 30| -28 0 -18 0 0 88 102

175] -626 -610 -608 -608 -544 -396 -268 -264 -252 -250 -248 -238 -232 -230 -220 -202 -184 -164 -162 -148 -136 -134(-132(-118 -116 -116 -106 -100 -88 0 0
161] -640 -624 -622 -622 -558 -410 -282 -278 -266 -264 -262 -252 -246 -244 -234 -216 -198 -178 -176 -162 -150 -148 -146(-132|-130 -130 -120 -114 -102 0 0

Figure 53 : Utilisation d’'une matrice de distance entre m/z pour rechercher des pertes de masses caractéristiques de mono- et oligosaccharides. Par
commodité de lecture, les masses sont arrondies a 'unité. Conformément a la regle de I'azote, les pertes de masse recherchées sont paires. Les pertes
de masses impaires ont été remplacées par des 0 dans la matrice. Les cases en jaune symbolisent la diagonale de la matrice. Chaque perte de masse
est illustrée par une mise en forme différente. Par exemple, -162 perte d’'un hexose, -132 la perte d’'un pentose, -42 perte d'un acétate, -18 perte de
H-O0...
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A partir des motifs neutres de pertes de masse et des structures potentielles
attribuées a la liste de m/z, il est possible de reconstituer la structure de fragments
potentiels, comme illustré a titre d'exemple dans la Figure 54.

[C10H1809-H]-

A/M -0.033
14e:07 1 Pentose-Pentose
281.08780
[C11H20010-H]-
L.2E+HD7 A
Hexose-Pentose [C15H26013-H]- &/M-0.217

Pentose-Pentose-CH2-CHO(-)-CHOH-CHOH-C(O)
1.0E+07 -
311.09836  A/M -0.046

808406 1 413.12998

£.0E+06 - -30.010 -CHO

- 132.0422 - Pentose A/M 0.666

443.14057
A/M -0.530
4 0E+06 o ‘=

‘323.1 -120.0422 - C5H1203 [C16H28014-H]-

A/M -0.7497 g M1
2.0E+06 - & = |
- 162.0428 - Hexose
A/M -0.494
0.0E+00 T T T T T 1
20000 250.00 300.00 350.00 400,00 450,00 500.00
m/fz

FRAGMENT 1=[C16H28014-H]-
pentose-pentose-hexose

Figure 54: Exemple d’'interprétation des m/z et des pertes de masse entre m/z. pour un
oligosaccharide de type 'pentose-pentose-hexose" (masse 443.14057). La tolérance entre masse
théorique et expérimentale a la fois pour les m/z et les pertes neutres de masse est de + 0,7 ppm.

Sur le méme principe, on génere le Tableau 14 d’interprétation. La tolérance entre la
masse expérimentale et la masse théorique pour les m/z est comprise entre -0.13540 et
+0.31047.
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Tableau 14 : Attribution de structures potentielles correspondant aux m/z et aux pertes de masse entre signaux. UA symbolise un acide uronique.

m/fz Fragment hypothétigue Formule brute I\.-‘Ias.se I\.-‘!asse AfM
théorigue Expérimentale

801,12096 801,12096

785,12610 785,12610

783,13868 78313868

783,06042 78306042

719,16705 719,16705

571,13058 571,13058
[Pentose-Pentose-G-Hexose -H]-. Présence des fragments correspondant aux pertes de masse -18, -30

443,14057 (CH2O) et -162 (Hexose) caractéristiques enchainement 1,6 [CleH28014-H]- 443 14063 443 14057 -0,13540

439,10922 [UA-Pentose-Pentose -H2O0-H]- C16H26015-H20-H]- 435,10933 435,10522 -0,25051
[UA-Hexose-Hexose-C2ZHA402-H20-H] C18H30017-C2H402-H20-H- 4359,10933 435 10522 -0,25051

427,16099 427,16099
[Hexose-1—->6-(3 4-Di0Ac)-Hexose-H] perte de masse de -102 (60+42), -132 (90+42), -144 {102+42), pertes -

425,12997 18, -30, -60 -90 caractéristiques enchainement 1,6 [C16H2B013-H]- 425,130086 4325,12597 -0,21170
[Pentose-pentose-hexose-H20-H]- [C1EH2B8014-H20-H]- 425,130086 4325,12597 -0,21170
[UA-BDeoxyhexose-B-deoxyhexose -C2ZH402-H]- [C18H30015-C2H402-H]- 425,13006 435,12987 -0,21170
[Hexose-Hexose-Hexose -C2H402-H20-1]- [C1BH32016-C2H402-H20-1]- 425,130086 425,12597 -0,21170

423,11429. Succinyl-Hexose-Hexose-H20-H]- [C1E6H2E014-H20-H]- 42311441 423,11429 -0,28361
Succinyl-Hexeose-Pentose -C2ZH402-H]- [C1EH30016-C2H402-H]- 423,11441 423,11429 -0,28361

413,12998 [Pentose-Pentose-Pentose-H); fragments -18, -0 -102 -132 [C15H2B013-H]- 413,130086 41312598 -0,19364
[Pentoze-Pentose-Hexose-C2H402-H); m/z 425-18-H; m/z 443 fragmentation de I'hexoze-30 (-CH20) [C17H30015-C2H402-H]- 414, 13006 413,12998 -0,19364

407,11943 [Hexose-Hexose-Di-0AC -H2ZO-H]- [C16H26013-H20-H]- 407,11950 407,11543 -0,17194
[Hexose-1—-=6-(3 4-Di0Ac)-Hexose-H20-H]

405,10376 m/fz 423 -18

395,11947 [Tri-pentose-H20-H]- ; m/z 425 0,24 ; m/z 443 fragmentation de 'hexose-60 (C2H402) [C15H2B013-H20-H]— 395,11950 3585,11547 -0,07593
[Pentose-Hexose-Hexose-C2HA02-H 20-H]- [C17H2B8014-C2H402-H]- 395,11950 3585,11547 -0,07593
[Succinyl-Hexose-Hexose-OMe-H]- [C17H2ZBO14-C2H402-H]- 395,11950 395,11947 -0,07593
[OMe-B-Deoxyhexose-Hexose-H]- [C17H2B8014-C2H402-H]- 395,11950 3585,11547 -0,07593

377,10891 [Succinyl-Hexose-Hexose-OMe -C2H402-H]-] ou [Succinyl-Hexose-OAc-pentose -C2H402-H]- [C17H28014-C2H402-H20-H]- 377,10801 377,108091 0,00000

359,09840

339,12966 [OM ethyl -B-deoxyhexose-Hexose -H]- C13H24010-H]- 339,12967 339,12966 -0,02949

337,07757 myfz 4398 -102 (60+42, C4HE03) 0,2A avec acétate en position 2 de I'hexose
[UA-Hexose -H20-H]- [C12H20012-H20-H]- 33707763 33707757 -0,17 800

323,0984 [Hexose-Hexose-HZO-H]- C12H22011-H20-H]- 32309837 32309838 0,03095
[DAc-Hexose-Hexose-C2ZH402-H]- [C14H24012-C2H402-H]- 323,09837 32309838 0,03095
m/z 443 fragmentation de I'hexose -120 (C5H1203) et m/z 413-90 (C3HEO3) 32309837 32309838 0,03095
[Hexose-Hexose-0Ac-0Ac-C4HEO3-H] 0.24 [C16H26013-C4HA03-H]- 32309837 32309838 0.03095

321,11907 [OM ethyl-B-deoxyhexose-H exose -H 20-H]- C13H24010-H20-H]- 321,11911 321,11507 -0,12456

311,09836 [Pentose-Hexose -H]- m/z 443 -pentose m/z 413-60-42 [C11H20010-H]- 31109837 311,09836 -0,03214

309,11909 [OMethyl- B-decxyhexose-Hexose -CH 20- H]- C13H24010-CH20-H]- 309,11911 309,11909 -0,06470
[B-deoxyhexose-G-deoxyhexose -H]- C12H2208 -H]- 309,11911 309,11909 -0,06470

307,06707 [UA-Pentose -H20-H]- ; [m/z 439- pentose-H20-H]- [C11H18011-H20-H]- 30706707 307,06707 0,00000

293,08778 [Hexose-Pentose -H20-H]- m/z 425 -Pentose ( relié @ m/z 443 etm/z 323 -30: m/z 425 (-90-42) [C11H20010 -H20-H]- 293,08781 29308778 -0,10236
[ Succinyl- DAc-Hexose- H]- [C11H1809-H]- 293,08781 29308778 -0,10236

291,10855 [6-deowyhexose-6-deoxyhexose -H20-H]- ou OM ethyl-6-deoxyhexose-Hexose-CH20-H [C12H2209-H20-H]- 261,10854 291,10855 0,03435
[UA-Deoxypentose-H]-; m/z 423-Pentose; m/z 407 -deoxypentose [C11H1609-H]- 2591,07216 29107217 003436

281,08780 [Pentose-Pentose-H]- ; m/z 443-Hexose : m/z 413-pentose: m/z 323-42 (DAc) [C1O0H1B8O9-H]- 28108781 281 08780 -0,03558

275,07721 [Succinyl-Hexose-0Ac -H20-H] [C11H1809-H20-H]- 275,07724 27507721 -0,10906

263,07723 [Pentose-Pentose -H20-H]- ; [m/z 425-Hexose-H]- ; m/z385- pentose - m/z 323-60 [C10H1809-H20-H]- 263,07724 26307723 -0,03801

175,024586 [UA -H20-H]- ; m/z 439 - Pentose-Pentose; [m/z 337-Hexose-H20-H]- ;: [m/z 423 -Pentose-deoxypentose-H]- [[CEH1007-H20-H] 175,02481 17502486 0,28567

161,04560 [Hexose -H20-H]-; [m/z 425-Pentose-Pentose -H]- m/z 323 -162 [CBH1206-H20-H]- 161,04535 161,04560 031047
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Tableau 15 : Résumé des structures potentielles et nombre de fragments indicateurs de ces
structures :

Occurence@e@ragments Motif

9 Pentose-Pentose-Hexosel
Hexose-DiOAc-Hexose
Tri-pentose
OMe-6-Deoxyhexose-Hexose
UA-Pentose-Pentose
UA-Hexose-Hexose
Succinyl-Hexose-Hexose-OMel
UA-6Deoxyhexose-6-Deoxyhexose
Hexose-Hexose-Hexosel
Succinyl-Hexose-OAcH

N W WWwWwWwwhsH s

Les éléments présentés dans le Tableau 15 conduisent a proposer l'unité répétée
suivante :

-(UA)-(Tri-Pentose)-(Hexose)-(Hexose-di-OAc)-(Hexose-succ)-(Hexose-OMe-(6-
Désoxyhexose)-(6-Désoxyhexose)->

Cet oligosaccharide contenant 4 hexoses, 3 pentoses, 2 désoxyhexoses, 1 acide
uronique, ainsi que 2 acétyles, un O-méthyle et un succinyle, de formule brute
C66H100051 peut étre détecté sur le spectre global sous forme d’'un fragment %24, (M-
C2H402-H]» C64H95040-) au m/z 1647.49429, (intensité 2,08 106 masse théorique
1647.49474, A/M=-0.27314).

En utilisant les indices donnés par la fragmentation, le spectre de masse semble
montrer |'unité répétée suivante :

-(UA)-(Tri-Pentose)-1->6-(Hexose)-1->6-(Hexose-3,4-di-0OAc)-(Hexose-succ)-
(Hexose-OMe)-(6-Désoxyhexose)-(6-Désoxyhexose)->
En dehors de la liste des m/z sélectionnés par le rapport H/C vs O/C, le spectre
montre des m/z tres intenses, correspondant a des adduits [M+CI3C0O0]- et [M+HSO04],,
identifiables par des motifs isotopiques tres caractéristiques. Les ions de ce type ne se

fragmentent pas, et il serait donc intéressant d’aller explorer ces signaux en réalisant un
programme pour récupérer les m/z concernés.

3.3.4. Structure de I'EPS par RMN

Différentes séquences RMN ont été réalisées sur le surnageant d’'une suspension du
polymere aprées 5 h de sonication dans du D20 :

e un spectre 1D proton;

e un spectre homonucléaire 2D JRES (Homonuclear J-resolved Spectroscopy), qui est un
spectre a résolution J, permettant d’obtenir le déplacement chimique des protons sur un
axe, et le couplage proton-proton sur l'autre;

e un spectre 2D HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) qui analyse la
corrélation des déplacements chimiques des 1H et 13C par les couplages directs 1], et
I’hybridation des carbones (CHs, CHz ou CH). Ce spectre se révele tres utile pour repérer
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rapidement des éléments de structure, comme illustré dans la Figure 55. L'ensemble des
spectres RMN est présenté dans I'Annexe 6.

* polymer "
N : N
\ wﬂlhuﬁ «\J\Ukn I|| ] UW IL/: I1
il v LJJM"'P\J) L ppm
it ' d i | ' methyl B .
el C méthyles
Vi '™ 2 .
' N ¥ C acétyles
Fgbete s , »e -0 [
i | . 13 ; N E 40
methyl ester L i ' ! ™
- iy ’ s [ T
OCH,
! ey 'esmon,%gms ' \ C cycliques liés 4 de I'azote
S i’ : l - 60 g5 -
i ‘*.""" 5 -
PR A Lo | B . T
. Pk IR . ‘ E, C cycliques non substitués
. gt oMl -t i - 80 C cvdli Jis 3
b catbhjates cycliques liés 3 un autre sucre
J - %0
. " " 1 ' 0 .
Rl i ' okt [
\ 1¢" anomeric profons '.._119 C anomeéres
I —I_---- T : . 1 I 1 II I 1 =
55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figure 55: Spectre schématique HSQC montrant les gammes de déplacements chimiques
typiques des signaux RMN des protons et des carbones dans les carbohydrates (Lundqvist,
2015).

Les résonances des protons anomeres se situent généralement entre 4,2 a 5,8 ppm,
avec les protons alpha entre 4,8 et 5,8 ppm et les protons béta se situant entre 4,2 et 4,8
ppm. Les résonances des carbones anomeres sont localisées entre 95 a 110 ppm, avec
les signaux des carbones alpha aux alentours de 98 a 103 ppm, et les carbones béta
entre 103 et 106 ppm. Ces éléments, croisés avec les constantes de couplage scalaire
Ycu et 3Ju1,n2 peuvent donner des informations sur la configuration du saccharide.

Les protons du cycle saccharide résonnent généralement dans la région 3,2 a 4,5 ppm.
Les groupes méthyles des saccharides 6-désoxy et des groupes O- et N-acétyles se
trouvent dans la plage de 1,2 a 2,3 ppm. Les signaux des carbones cycliques se
trouveront dans la gamme de 50-85 ppm, les carbones liés a de l'azote attaché
apparaissant a environ 50-60 ppm, les carbones non substitués dans la gamme 65-75

Les carbones impliqués dans la glycosylation présentent un important déplacement
vers les bas champs d'environ 5-10 ppm. Les carbones C6 non substitués se trouvent
autour de 60-63 ppm et les carbones C6 liés a un autre résidu de saccharide
apparaitront autour de 65-70 ppm. Les signaux carbonés des groupes méthyles se
situent dans la plage de 15 a 30 ppm, et les carbones carbonyles se situent entre 165 et
185 ppm (Lundqvist 2015).
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Différentes séquences 2D-1H1H, COSY (COrrelation SpectroscopY) et TOCSY (TOtal

Correlated SpectroscopY) permettent d’'individualiser les systémes de spin couplés et de

mesurer les constantes de couplage 3Juu, entre protons. L’ordre de grandeur de cette

constante de couplage renseigne sur la stéréochimie des protons (3Juaxial, Héquatorial = 2-5

Hz, 3]Haxial, Haxial = 7-12 HZz, 3JHéquatorial, Héquatorial = 2-5 Hz) et permet de déterminer la nature
de la configuration, gluco-, manno- ou galacto-.

L’interprétation des spectres RMN consiste a recouper les informations provenant
des différentes analyses, comme le déplacement chimique (1H et 13C), les figures de
couplage (singulet, triplet, multiplet...), 'intégration du signal 'H (nombre de protons),
I’homo- (1H-1H) et hétéro- (1H-13C) corrélation des signaux, et les constantes de couplage
(1], 3]), ales interpréter et a les comparer a la littérature, pour proposer la structure de
motifs présents dans le polymere.

Seuls quelques pics transversaux ont été obtenus dans les spectres JRES et COSY. Le
comportement de relaxation observé pour les protons est caractéristique de celui d’'une
macromolécule.

Les spectres TOCSY ont produit de nombreux pics de corrélation (Annexe 6).
Toutefois, la comparaison entre deux expériences avec des temps de mélange TOCSY de
70 msec et 10 msec indique également une forte relaxation différentielle, ce qui
confirme la présence d’'un polymere. L’allure générale des spectres est complexe : on
compte 45 protons anomeres dans la séquence TOCSY et 11 types de carbones
anomeres dans le spectre HSQC. L’étape de sonication a probablement généré de
nombreux fragments hétérogenes. Cette hétérogénéité conduit a des chevauchements
de signaux et complique I'’étude RMN.

Comme il n’a pas été possible de générer les spectres COSY, les constantes de
couplage ont été mesurées sur les spectres TOCSY, ce qui est moins aisé.

L’absence de spectre 1D-13C, ne permet pas d’exclure des carbones anomériques
provenant de kétoses et d’acides ulosoniques (e.g. Kdo). Nous n’avons pas non plus de
séquence NOESY ou HMBC permettant de repérer I'enchainement et 'assemblage des
unités identifiées dans le spectre. Compte tenu de la complexité des spectres, certains

résultats décrits dans cette section restent donc sujets a réserves et devront étre
confirmés.

Le spectre 1H-1D indique la présence de plusieurs éléments de structure,
caractéristiques de polysaccharides dans des gammes de déplacements chimiques
spécifiques :

A)De 1,22 2,3 ppm:

Dans la gamme de déplacements chimiques proton 1,2 a 2,3 ppm, on repere de
multiples signaux sous formes de doublets ou multiplets tres fins, caractéristiques d'un
méthyle couplé a un proton. Ces résonnances sont corrélées a des signaux 13C de type
CHs sur le spectre HSQC et a des résonnances tres complexes de protons dans le spectre
1HIH TOCSY :

1,28; 1,30; 1,31; 1,38; 1,39; 1,45; 1,47; 1,5
1,27/19 ppm (CH3) couplé a des signaux a 4,28 ppm ; 4,35 ppm; 4,45 et 4,48 ppm
1,29 /19 ppm (CH3) couplé a 4,28 ppm (Juens 8 Hz); 4,35 et 4,44 ppm
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1,30-1,31/22 ppm (CH3) (3] ~ 8 Hz) couplé a 2,47, 4,28 ppm
1,32/22 ppm (signal peu intense) (CHs) (3] ~ 8 Hz) 2,48 ppm
1,38/17,2 ppm couplé a 3,52 ppm, 3,76 ppm

1,42 /15,8 ppm (CHs) couplé a 4,68 ppm (J~8 Hz)

1,46/16,5 ppm (CHs) (3J~8Hz) couplé a 4,38 ppm

Les valeurs soulignées correspondent aux déplacements chimiques de protons d’un
cycle saccharidique (3,2 a 4,5 ppm). Les valeurs en gras indiquent des déplacements
chimiques distinctifs du méthyle de 6-désoxysaccharides (Lundqvist 2015).

Le déplacement chimique du méthyle d'un 6-désoxy-rhamnose est trés sensible a son
environnement. Le méthyle (C/H) résonne par exemple a 1,34-1,32/17,7-17,9 dans le
cas d’'un 4)-a-L-Rhap-(1-> (Ravenscroft et al., 2015) et a 1,28/19,2 ppm (Glushka et al.,
2003) dans le cas d’'un autre 4)-a-L-Rhap-(1->. Les déplacements chimiques carbone et
protons indiquent que les deux signaux 1,27 et 1,29 (19 ppm) pourraient provenir du
méthyle d'un ->2-a-Rhap-1->, (1,28/19,2 ppm (Glushka et al.,, 2003).

Le signal déblindé du CHs a 1,38/17.2 ppm proviendrait de la liaison d'un a-
rhamnose a un acide uronique (Glushka et al., 2003, AceA-3-Rha-1, 1,31/17,5) (Lahaye
and Ray, 1996, GlcA-3-a-Rha-1, 1,34/17,9 ppm).

Le signal proton déblindé et le signal blindé du carbone du méthyle a 1,42/15,8 ppm
peuvent indiquer la présence voisine d’'un hétéroatome de type azote. Le déplacement
chimique du doublet a 1,46 ppm pourrait étre le signal d'un CHs groupe pyruvate, mais
le déplacement chimique du 13C serait alors aux environs de 25,7 ppm (Garegg et al,
1980). Les signaux résonnant a 1,28; 1,30; 1,32; 1,41; 1,46 et 1,48 ppm pourraient
correspondre aux CH3 d’acides aminés tels que Thr, Arg, Pro..

Au-dela de 2 ppm, on observe :

e un multiplet complexe a 2,05 ppm et un massif large a 1,94 ppm (respectivement,
CH:z 27,5 ppm et CHz 28 ppm). Les deux signaux sont couplés (3] ~7Hz)
caractéristique d’'un succinyle, substituant un saccharide via une liaison ester
(van del Bulke, 1991 ; Orgambide et al., 1996);

e un singulet a 2,10 ppm (CHs, 22,4 ppm) et un singulet intense a 2,17 ppm (CHs,
22,4), correspondant a des CH3 de type acétate ou amide. Cette assignation est
corroborée par la présence d'un doublet (] ~8Hz) a 5,60 ppm (CH, 92,5 ppm)
caractéristique du signal d'un proton présent sur le carbone d'un cycle
glycosidique 0O-acyle (Orgambide et al, 1996; Haverkamp et al, 1982). Le
déplacement chimique tres déblindé exclut que ce groupement O-acétyle soit
porté par le carbone C6 d’un résidu hexose. De plus la constante de couplage de
8Hz traduit le couplage axial-axial de ces protons;

e unsinguleta 2,76 ppm Me (CH 33 ppm), potentiellement le H2 d’'un glucosamine;

e un singulet 3,40 ppm (CH3 49 ppm) correspondant a un substituant méthoxyle
(OMe) sur un cycle glycosidique (Orgambide et al, 1996). Par exemple, un 3-0-
Me sur un galactose résonne a 3,46 ppm (He et al, 2015), et 3,45 et 3,42 pour un
2-OMe et 3-OMe sur un 6-désoxyhexose (Ogawa et al., 1997)

Plusieurs signaux, corrélés d'apres le spectre 1H, 1H TOCSY NMR, a 1,55 (CHz, 22
ppm), 1,75 (CHz, 26 ppm), 1,85 et 1,93 (CHz, 30,5 ppm), 3,06 (CHz2, 39 ppm), et 4,37 (CH,
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50 ppm) indiquent qu'une lysine est engagée dans une liaison amide. Le H du NH est

localisé a 7,05 ppm. (Reisdorf et al.,, 1994). La présence d’acide aminé, de type lysine, est

par exemple retrouvée liée a un acide galacturonique dans la partie O-polysaccharide du
LPS de Proteus mirabilis (Gromska and Mayer, 1975 ; Shashkov et al., 1996).

Spectre HSQC::

Le spectre 1H, 13C DEPT-HSQC (corrélation quantique simple hétéro-nucléaire) révele
le couplage de carbone-proton a travers une liaison simple. Les pics contiennent des
informations sur les déplacements chimiques des protons et des carbones
correspondants. Le nombre de monosaccharides peut étre plus facilement déterminé
dans un spectre HSQC que dans un spectre 1H, en raison de la dispersion des
déplacements chimiques dans la dimension carbone. La séquence HSQC permet de
distinguer les groupes CH/CH3 qui donnent des signaux positifs (en rouge), et les
groupes CHz qui donnent des signaux (en bleu) (Fig. 55). Les carbones quaternaires,
dépourvus de protons directement liés, ne seront pas visibles dans cette expérience
(Lundqvist, 2015).

La présence de signaux de résonnance entre 50 et 60 ppm (4,33/54 ; 4,52/55,5 ppm ;
4,50/56; 4,36/58,5 ; 4,48/59) dans le spectre HSQC montre qu'il peut y avoir des C liés
a de I'azote.

Plusieurs signaux résonnent entre 80 et 85 ppm (4,18/81; 4,1/82,5 et 83; 4,08/82,5 ;
3,63/82 et 3,66/82) et indiquent la présence de C cycliques de type furanose (Gorin et
al, 1981 ; Neszmlyi et al., 1985). Les C1 de ces furanoses sont situés a 5,13/107 ppm
(noté J), 5,15/107 ppm (noté I) et 5,098/107.5 (noté K) (Fig. 56). Tous les autres
signaux dans la gamme de déplacements chimiques des CH cycliques correspondent a
des pyranoses.

o= 90 B o=k v il - ‘\\
WL, - B ~
20 Y | \\ ! L
/ \ '
| D C
—100 ‘I E, Fy i &
\ J B, ! :
| / :
A L 0! I+ anomeric ,OfOtOI?S
E110 S &
_______ ' q |
l T T T T I T T T T [ g
5.0 4.5 4.0

Figure 56 : Zoom sur la zone des protons anomeres.

B) Zone des protons anomériques :

Dans la zone des signaux H et C anomériques (4,2 a 5,8 ppm et 90-100 ppm), on identifie
11 types de carbones anomériques, notés de A a K (Fig. 56), du déplacement le plus
déblindé au moins déblindé. Les déplacements chimiques des protons et carbones
corrélés, ainsi que les constantes de couplage 3], sont résumés dans le Tableau 16.
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Tableau 16 : Déplacements chimiques (d) des protons et carbones anomériques d’apres la
séquence HSQC.

Signal d proton d carbone
(ppm) (ppm)
A 5,23 95
B 5,14 95
C 4,61 101
D 4,84 101
E 511 102
F 4,94 102
G 4,59 102,5
H 4,65 104,2
[ 5,15 107
J 513 107
K 5,09 107,5

Le regroupement des informations dans les différents spectres améne a proposer les
attributions suivantes. Les déplacements chimiques soulignés sont des résonnances
déblindées traduisant le greffage d’'un monosaccharide ou une substitution.

Résonnance H/C J : H1 5,13/107 ppm (Juinz <2 Hz); H2 4,18/81 (Juzus 16 Hz); H3
4,28/71 (Jusna 12 Hz) ; H4 4,08/82.5 (Jusns 10 Hz) ; H5 3,88, H5 3,705 /62,5 ppm -2-f3-
Ribofuranosyl-1-> (corrélation H1-H5 identifiée a partir de TOCSY, HSQC et Neszmélyi
etal., 1985)

J= ->2)-B-Ribp-(1->

Résonnance H/CI: H1 5,15/107 (Juinz 8 Hz); H2 3,84/75 (Juznus 15 Hz); H3 3,56/76
(Jusnsa 7,2 Hz); H4 4,10/82,5 (Jusans 8 Hz); H5 3,58, H5 3,64/62 B-Ribofuranosyl-1->
(identifié a partir de TOCSY, HSQC et Neszmélyi et al., 1985).

I= Motif -Ribp-(1->

Résonnance H/CK : 5,09/107,5; H2 4,19/81 (Juinz 10 Hz) ; H3 4,27 /71(Juzu3 8 HZ) ;
H4 4,1/83 (Jusus 10 Hz) ; H5 3,63 et 3,66 (Jua,ns 12 Hz) 82 ppm

K=E>5)-B-Ribp-(1->.2
20

)
1R
B-Ribpla

La compilation de ces données de RMN donne un motif de type ->5-(f-Ribp-2-§-
Ribp)-1->2-B-Ribp-1-> qui confirme les données de FTICR-MS sur la présence d’un tri-
pentose.

Résonnance H/C A : l'ose correspondant au H/C anomeére A présente les
déplacements chimiques et les constantes de couplage résumées dans le Tableau 17.
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Tableau 17: Déplacements chimiques des protons et carbones liés au monosaccharide A

ProtonA  §ppm Jun (Hz) 5 ppm
H1 5,23 95,5
H2 4,32 Ju1H2 <5 78
H3 4,015 JH2,H3 >5 69,5
H4 3,575 Ju3Ha >5 76 (ou 69)
H5 3,83 JHa,H5 >5 72 (ou 75)
H6 3,89 61
H6 4,01 61

La constante de couplage 3Ju1n2 est inférieure a 5 Hz tandis que les constantes de
couplage 3Jnz,u3, 3Jusn4 et 3Juans sont supérieures a 5 Hz, ce qui évoque un alpha-Glcp. Le
déplacement chimique du C1 (95 ppm) et le déblindage du C2 (78 ppm) et du C4 (76)
conduisent a proposer un motif -2,4)-a-Glcp-(1-> pour le proton A.

Résonnance H/C B

Le proton B a 5,15/95 ppm est corrélé a H2 4,185/(74 ou 81 ppm) (3] <5) et 4,29/71
ppm (Tableau 18). Pour les mémes raisons que celles citées ci-dessus, le proton B
présente une configuration galacto. Le déplacement chimique du H2 est potentiellement
déblindé avec possibilité d'une substitution par un OMe en position 2.

Tableau 18: Déplacements chimiques des protons et carbones liés au monosaccharide B. Les
valeurs en gras indiquent que les protons sont corrélés avec H1. Les valeurs soulignées signalent
un déplacement chimique déblindé.

ProtonB  §ppm Jun (Hz) d ppm
H1 5,14 95
H2 4,185 Ju1,H2 ~3,2 81 (ou 74)
H3 4,029 Ju2,u3 >5 71
H4 4,09 Ju3Ha ~12 83
H5 3,885 JH4 5 ~10 71 (ou76)
H6 3,69 63
H6 3,72 63

Les constantes de couplage et le déplacement chimique déblindé des protons H1
et H4 suggerent un ->4)-a-Galp-2-OMe-(1->

Résonnance H/C C :

Le proton H1 C présente une configuration gluco-, tous les H du cycle présentent un
pic de corrélation avec H1 et les constantes de couplages 3] sont supérieures a 5 Hz. Les
déplacements chimiques du proton et carbone 1 (4,61/101) évoquent un [-Glcp
(Tableau 19).
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Tableau 19: Déplacements chimiques des protons et carbones liés au monosaccharide C. Les

valeurs en gras indiquent que les protons sont corrélés avec H1. Les valeurs soulignées signalent
un déplacement chimique déblindé.

ProtonC  §ppm Jun (Hz) 5 ppm

H1 4,61 101

H2 3,84 Ju1H2 >5 72 (ou 75)
H3 4,08 JH2,H3 >5 83

H4 4,11 Ju3Ha >5 83

H5 4,14 JH4,H5 >5 71

H6 3,94 63 0ou71
H6 3,97 63 ou 71

Le déplacement chimique du CH2 en position 6 est potentiellement déblindé (71
ppm), ce qui suggere un enchainement 6)-3-Glcp-1->. Le déblindage des carbones C3 et
C4 (83 ppm) pourrait correspondre a une substitution des positions 3 et 4 par des OAc.
Le glycoside C pourrait étre un 6)-3,4-Di-OAc-B-Glcp-(1>, confirmant I’hypothese
émise en spectrométrie de masse d'un monosaccharide di-O-acétylé en 3,4 et lié en
position 6.

Résonnances H/CE, Fet G
Les résonnances H/C du proton E sont les suivantes (Tableau 20) :
Tableau 20: Déplacements chimiques des protons et carbones liés au monosaccharide E. Les

valeurs en gras indiquent que les protons sont corrélés avec H1. Les valeurs soulignées signalent
un déplacement chimique déblindé.

ProtonE  §ppm 3Juu (Hz) 6 ppm
H1 5,108 102
H2 3,86 JH1,H2 <5 71 (ou 66)
H3 4,18 JuzH3 >5 74
H4 4,28 Ju3,Ha >5 71
H5 4,35 Ju4,Hs >5 67
H6 1,3 22

Le proton E pourrait étre un 3)-Rhap-(1->.
Les protons F (4,94/102) et G (4,59/102.5) sont en cours d’interprétation.

Résonnance H/C H

Sur la base du proton indexé H a 4,62 ppm, la corrélation des protons de H1 a H5,
I'absence de résonnance C6 et le déblindage des carbones C4 et C5, suggérent un motif
beta-Glucuronique acide lié en 1 et 4 (Tableau 21)
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Tableau 21: Déplacements chimiques des protons et carbones liés au monosaccharide H. Les

valeurs en gras indiquent que les protons sont corrélés avec H1. Les valeurs soulignées signalent
un déplacement chimique déblindé.

Proton H S ppm 3JuH (Hz) d ppm
H1 4,62 104,2
H2 3,98 JuiH2 71
H3 3,94 Ju2,H3 71
H4 3,64 Jus,ua 74
H5 3,44 Ju4H5 74
H6

Ce monosaccharide pourrait étre le motif lié a I'acide aminé lysine, précédemment
identifié en spectrométrie de masse. Les déplacements chimiques du GlcA sont proches
de ceux du motifs ->4-3-D-GlcpA-6Lys-(1-> identifié par Shashkov et al. (1996) dans le
LPS de Proteus mirabilis. Sur la base de ces indices, nous pouvons proposer
'identification suivante : -4)-B-D-GlcpA-6Lys-(1->

Conclusions:
Le spectre de masse suggérait un oligosaccharide ayant la structure suivante :

(UA)-(Tri-pentose)-1->6-(Hexose)-1->6-(Hexose-3,4-di-OAc)-(Hexose-succ)-(Hexose-
OMe)-(désoxyhexose)-(désoxyhexose)->

L’analyse RMN confirme la présence des substituants OAc, OMe et la présence de
succinate, la présence de deux désoxyhexoses (rhamnoses), d'un acide uronique lié a un
acide aminé : -4)-beta-D-GlcpA-6Lys-(1. Avec toutes les précautions relatives a I'absence
de certaines analyses, mentionnées précédemment, nous proposons la structure
suivante:

B-Ribp
Lys 1 OAc Succ OMe
¥ v v v 4

2 *
+4}|—|3—D—G?cpA—{ 1-2-5)-B-Ribp-{1-=2)-B-Ribp-{1-w6)-a-Glcp-( l—>6}|—{G?cp}|—{ l—>4*}|—Mgn—{ 1-»4)-0-G %Ip—{ 1-=4*)-Rha-(1-2»4*)-Rha*(1-=
4

OAc

Ce composé possede une masse molaire de formule brute C7Z2H112052N2.

Dans le spectre de masse FTICR-MS, différents ions correspondants a ce composé
peuvent étre identifiés :

Formulerute Massehéorique  Masse@xp Intensité D/M
[M-H20-H]- C72H109051N2- 1817.60027  1817.59880 1.83E+06  -0.05445
[M+HSO04]- C72H116056N2S1- 1936.60169  1936.60369 1.21E+06  -0.14487
[M+CCI3COO0]- C72H112054N2CI3- 1973.51505  1973.51290 1.76E+06 0.77992
[M-C2H402-H]- C70H107050N2- 1775.58971  1775.58966 1.67E+06  -0.27314
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3.3.5. Analyse FTIR

Les analyses en spectrométrie de masse fournissent une liste d'hexoses et de
pentoses pouvant étre substitués par deux acétates, un méthyle et un succinate. Un
moyen de mettre en évidence la présence des substituants dans I'EPS de Rta est de faire
un spectre FTIR (InfraRouge a Transformée de Fourier) et d'analyser plus
particulierement la région comprise entre 1500-400 cm-! pour l'identification de
certains groupements ou liaisons.

Le spectre FTIR d’un échantillon d’EPS de Rta issu d’'une culture obtenue en fed-batch
dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1) et extrait selon le protocole
décrit dans paragraphe 3.1 (Chapitre 2, Fig. 42) est présenté dans Fig. 57. Tout d’abord
nous commengons l'interprétation de ce spectre par l'observation des bandes
spécifiques pour les monosaccharides. Ainsi le large pic a 3342,03 cm-! correspond aux
groupes hydroxyles (-OH) des monosaccharides ou a 'eau lié a la molécule. Le pic a
2927,41 cm1indique des vibrations d’élongation de type C-H (Sun et al., 2009; He et al,
2014; Mitry et al., 2000), mais peut également cacher des groupes méthyles (Ismail et
Madhayan, 2010; Bramhachari et al, 2007). Les deux pics intenses a 1025,94 cmet
1066,44 cm! correspondent aux liaisons C-O-C et C-O. Ils sont typiques des
monosaccharides et confirment donc que le polymere est un polysaccharide (Bremer et
Geesey, 1991; Yan et al, 2003; Patil et al., 2011; Feng et al., 2009). Il n’est pas exclu que
le pic a 833,1 cm'! corresponde a une vibration caractéristique de la liaison équatoriale
C-H dans la a-D-glucopyranose (Yang et al., 2015 ; Yang et Zhang, 2009 ; Su et al,, 2013 ;
Linetal., 2012).

La présence des lipides n’est pas exclue vu que le pic a 1751,04785 cmlindique des
liaisons esters (C=00R) (Guidi et al, 2012). Pourtant le pic a 2927,41 cm-1typique pour
les liaisons C-H n’est pas trés important et donc la quantité de lipides présents doit étre
faible. Nous pouvons exclure également la présence des protéines qui apparaissent en
forme de deux pics, un a 1650 cmlappelé "Amide I" pour les vibrations d’élongation de
C=0 lié au hydrogene et un a environ 1550 cm! appelé "Amide II" pour les vibrations
d’élongation de C-N et de CNH (Guidi et al, 2012). Dans notre cas le deuxieme pic a
1550 cm1 n’est pas présent. Et donc, probablement cela indique également une absence
des groupes amines.

Nous retrouvons aussi des pics qui sont certainement lié a la présence de TCA. Ainsi
les deux pics a 1677,77 cml et 1236,15 cml sont particulier pour les groupes
carboxyliques (Song et al.,, 2013 ; Yan et al.,, 2003 ; Ismail et Madhayan, 2010 ; Patil et al,
2010). De plus les deux pics a 1236,15 cm-1 et 1025,95 cm! indiquent des fortes liaisons
C=0 qui sont attribué aux élongations symétriques et asymétriques des vibrations du
groupe carboxylique (Song et al, 2013). Selon Kazy et al. (2002) le pic a 1236,15 cm!
peut également étre un signe d’ester o-acétyle, confirmant la présence des groupements
OAc dans la structure d’EPS qui a été suggérée également par les analyses RMN et
FTICR-MS. Les pics intenses détectés de groupes carboxyliques proviennent d’une partie
de l'acide glucuronique présente dans la structure d’EPS confirmant les résultats des
analyses RMN et FTICR-MS mais sont slirement en grande partie a I'origine de TCA étant
donné que sa quantité se réleve a environ 50 % dans les échantillons d’EPS (cf.
paragraphe 3.3.1, Chapitre 2). Dans ce cas particulier, le pic a 676,89 cm'l peut
correspondre aux vibrations d’élongation de C-Cl et celui de 833,1 cm- 1 au
trichlorométhyl, tous les deux issus du TCA (Arve et al, 2006 ; Socrates, 1994).
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Figure 57: Spectre proche infrarouge (FTIR) de 'EPS de Rta issu d’extraction, selon le protocole décrit dans paragraphe 3.1. (Chapitre 2, Fig. 42),
a partir d’'une culture obtenue en fed-batch dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1).
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En conclusion de cette partie consacrée a I'analyse FTIR nous retrouvons dans I'EPS
de Rta essentiellement des monosaccharides avec la présence possible d'une faible
quantité de lipides. Le polysaccharide ne semble pas contenir de protéines en l'absence
de groupements amines et amides détectés. Par contre la présence des substituants de
type méthyle, acétyle et acide uronique dans la structure d’EPS est confirmée. On
retrouve des traces de la contamination avec de TCA pouvant compliquer l'analyse de
I'EPS et confirmant la nécessité de le purifier davantage.

3.4. Optimisation de la purification de 'EPS

Pour améliorer les analyses structurales de I'EPS de Rta, nous avons décidé
d'optimiser I'étape de purification. Notre toute premier objectif est d’éliminer le TCA qui
représente la contamination la plus importante des échantillons d’EPS. Ensuite il serait
également important de se débarrasser des lipides.

3.4.1. Moyens de purification

Pour purifier I'EPS en utilisant du TCA nous avons deux possibilités. La premiere est
d’essayer de purifier les échantillons d’EPS selon le protocole décrit dans le paragraphe
3.1. (Chapitre 2, Fig. 42), a partir des cultures obtenue en fed-batch dans le milieu
optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1). La solution alternative est de modifier ou de
changer entiérement le protocole d’extraction. Finalement nous avons décidé de tester
les deux possibilités et de comparer la pureté des échantillons obtenus.

3.4.1.1. Purification des échantillons d’EPS de Rta

Si nous utilisons les échantillons de I'EPS, selon le protocole décrit dans paragraphe
3.1. (Chapitre 2), le TCA pourrait étre éliminé par une simple dialyse. Pour réaliser cette
dialyse il faut d’abord solubiliser les échantillons. Le seul moyen que nous connaissons
de dissolution de cet EPS est d'utiliser du DMSO. La solution obtenue a été dialysée par
la suite.

En fait si nous rajoutons simplement une étape de dialyse a la fin du protocole décrit
dans paragraphe 3.1. (Chapitre 2), les échantillons obtenus ne sont pas assez purs. Nous
avons détecté cela grace a une analyse par FTICR-MS, sans prétraitement d’EPS et sans
passage par colonne C18. A partir de cette analyse par spectrométrie de masse, nous
avons retrouvé du chlore pouvant interférer avec les résultats, méme s’il est en moindre
quantité par rapport aux échantillons non dialysés. Nous pensons que la solubilisation
de I'EPS dans le DMSO peut permettre de rendre la dialyse plus efficace.

Une autre stratégie de purification de I'EPS consiste a modifier le protocole
d’extraction. En effet, il est préférable de ne pas changer completement le principe
d’extraction et de garder la séparation de I'EPS des cellules bactériennes avec du TCA,
puisque cette méthode s'est révélée efficace. La premiere étape que nous avons décidé
d'ajouter a été de neutraliser le pH de la solution filtrée PBS-TCA contenant I'EPS séparé
de ses cellules (Fig. 58). De cette maniere, le chlore du TCA est transformé en sel qui
peut étre plus facilement éliminé par la suite au cours d’une dialyse. Il est intéressant
d'observer que, dans ce cas, apres la précipitation a l’éthanol, 'EPS change de
conformation et décante comme sous forme agrégée blanche.
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Concernant la faible contamination avec des lipides il est possible de I'éviter par

plusieurs lavages, centrifugations et remises en suspension de 'EPS dans de 1’éthanol

augmentant progressivement sa concentration jusqu’a l'utilisation de I’éthanol absolu.

Finalement l'ajout d’'une étape de dialyse dans le protocole permet I'élimination des sels
et des impuretés de faible masse moléculaire.

Culture cellulaire en volume Vv
+
Centrifugation, 6000 x g, 15 min, T°C ambiante
i
Dans le culot est ajouté tampon PBS modifié avec TCA
en concentration finale 4% en volume 1/20 V

]
Agitation a I'aide d'un barreau aimanté, T°C ambiant, sur la nuit
]
Centrifugation, 6000 % g, 15 min, T°C ambiante
]
Le surnageant est filtré & traversd'un filtre au seul de coupure 0,45 pum
i
Meutralisation du pH de filtrat avec KOH
I
Ajout d"éthanol absolu froid en volume 1/10 V
]
Laisser sur la nuit 3 4°C
¥
Centrifugation, 6000 % g, 15 min, 4°C
1
Lavage progressive a I'éthanol — 70%, 80%, 90% et 100%
]
EPS extraitdans le culot
]
Dialyse
I

Lyophilisation

Figure 58: Modification du protocole d’extraction de 'EPS de Rta pour obtenir des échantillons
purifiés. Les étapes rajoutées par rapport au premier protocole utilisé sont indiquées en bleu.

Grace a ce nouveau protocole d’extraction, nous avons obtenu un échantillon d’EPS,
issu de cultures produites dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1) de
cinq Erlenmeyers a I'échelle de 500 mL, ou le pH était régulé une seule fois pendant le
batch au bout de trois jours. Les mouts bactériens de tous les erlenmeyers ont été
récoltés et poolés pour extraire finalement un seul échantillon d’EPS.

3.4.2. Validation de la pureté

Une fois que nous avons obtenu les échantillons théoriquement purifiés, nous avons
voulu valider I'absence de TCA et de lipides. Les méthodes les plus pertinentes retenues
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pour atteindre cet objectif ont été un dosage colorimétrique des monosaccharides
totaux, une analyse élémentaire et un spectre FTIR.

3.4.2.1. Analyse élémentaire et analyse colorimétrique des sucres
totaux
L’analyse colorimétrique des monosaccharides totaux selon la méthode de Dubois
(1956) met en évidence 42 % en moyenne de monosaccharides réducteurs pour
I’échantillon d’EPS purifié par une resuspension en présence de DMSO, suivie d'une
dialyse, et 33 % en moyenne pour 'échantillon d’EPS extraits selon le protocole modifié
(Fig. 59). Ces résultats ne sont pas meilleurs que celui obtenu selon le protocole décrit
dans paragraphe 3.1. (Chapitre 2, Fig. 42), a partir des cultures obtenues en fed-batch
dans le milieu optimisé (cf. paragraphe 3.2.3., Chapitre 1) qui était de 42 % en moyenne
de monosaccharides réducteurs.

45
40 -
X35 - T
30
25 -
EPS DMSO EPS protocole modifié

Figure 59: Taux de monosaccharides réducteurs dans les échantillons d’EPS purifiés. Les barres
d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne. Les barres d'erreurs représentent les
écarts-types a la moyenne.

L’analyse élémentaire CHO, de I'échantillon d’EPS extrait selon le protocole modifié
est de 41 % de C et 6 de H % (Fig. 59). Pour les échantillons d’EPS purifié par une
resuspension en DMSO suivi d'une dialyse, ces pourcentages sont respectivement de
38 % et 5 %. Ces valeurs sont tres proches de celles mesurées sur les échantillons d'EPS
obtenus avec le protocole précédent (avant amélioration et/ou sans DMSO). Il est
intéressant de noter que dans les échantillons obtenus avec ces deux nouveaux
protocoles, nous n'avons pas retrouvé d'azote (DMSO+dialyse), ou alors en tres faible
pourcentage (protocole modifié, Fig. 60), semblant confirmer 1'absence d'azote dans
I'EPS. Les traces d'azote mises en évidence dans les premiers échantillons analysés
étaient tres probablement des contaminations (par exemple membranaires).

45 7
40 +

o
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Figure 60: Composition élémentaire, analysé en triplicats pour C, H et N, de 'EPS de Rta, extrait

selon le protocole modifié (Fig. 53). Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la
moyenne. Les barres d'erreurs représentent les écarts-types a la moyenne.

Selon I'ensemble de ces résultats il peut étre considéré que les échantillons d’EPS de
Rta provenant d'une purification par une resuspension en DMSO et une dialyse, ainsi
que I’échantillon extrait selon le protocole modifié, sont purs et ne contiennent plus ou
tres peu de TCA. L’analyse colorimétrique de monosaccharides totaux est probablement
erronée vu que pour sa réalisation une hydrolyse a l'acide sulfurique de I'EPS est
demandée. Nous maitrisons mal cette hydrolyse d'apres les premieres analyses en CPG,
ou nous avons prétraité les échantillons avec H2SO4 et nous avons obtenu de faibles
quantités en monosaccharides(c.f. paragraphe 3.3.2.1, Chapitre 2).

3.4.2.2. FTIR

Le spectre FTIR de I’échantillon de Rta du protocole d'extraction non modifié et en
I'absence de DMSO indiquait clairement la présence de TCA et la possible présence de
lipides. Le spectre FTIR de I’échantillon d’EPS purifié par une resuspension en DMSO,
puis une dialyse et de I"échantillon d’EPS extrait selon le protocole modifié, montre une
tres nette diminution des pics provenant de TCA voire une disparition. Donc, la quantité
de TCA est certainement diminuée ou éliminée dans les échantillons. Ainsi chez les deux
types d’échantillons nous observons une disparition du pic a 1236 cm! (Fig. 61A et B),
typique pour les groupements carboxyliques (Kazy et al, 2002). Certains autres pics
disparaissent également comme celui a 676,89 cm correspondant aux vibrations
d’élongation de C-CI et celui a 833,1 cm'! provenant de trichlorométhyl (Arve et al,
2006 ; Socrates, 1994).

Nous confirmons également I'absence de lipides dans les deux échantillons vu que le
pic a 1751,04785 cm'l, indiquant des liaisons esters (C=00R), disparait (Guidi et al.,
2012). Enfin des monosaccharides sont majoritairement présents selon les deux pics
intenses a 1033,6582 et 1072,22754 cm! correspondants respectivement aux liaisons
C-O-C et C-O dans le spectre FTIR de I'échantillon d’EPS purifié par une resuspension en
DMSO puis une dialyse (Fig. 57A) . Ces pics pour I’échantillon extrait selon le protocole
modifié sont a 1035,58667 et a 1066,44214 cm! (Fig. 57B) (Bremer et Geesey, 1991 ;
Yan et al, 2003; Patil et al, 2011; Feng et al, 2009). Il est important de noter
I'apparition du pic a environ 1550 cm chez les deux échantillons qui est due aux
vibrations d’élongation de C-N et de CNH (Guidi et al, 2012). La présence de ce pic
ensemble avec le pic a environ 1650 cm! dévoile soit la possible contamination avec des
protéines, soit la présence d’acide uronique et acide aminé dans la structure de 'EPS
comme décrit dans les analyses de RMN.
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Figure 61: Spectre proche infrarouge (FTIR) d’EPS de Rta purifié par A) une resuspension en DMSO puis une dialyse ou B) extrait selon le protocole

modifié
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En conclusion de cette partie, nous avons validé que 1’échantillon d’EPS de Rta, issu
d’'une extraction modifiée et d'une purification par resuspension dans le DMSO suivie
d'une dialyse, est relativement pur composé essentiellement de monosaccharides,
confirmant la nature saccharidique du polymere. Nous avons réussi a éliminer le TCA et
nous avons noté une diminution de la contamination en lipides, et la présence possible
d'acide uronique et d'acide aminé.

3.4.3. Solubilité d’EPS purifié

Malgré I'élimination du TCA et des lipides, I'EPS de Rta reste insoluble en
concentration finale 0,1 % dans 0,1 M NaCl, méme apres ajustement du pH, agitation et
un chauffage progressif de 40 °C a 90 °C. Pour comprendre le caractere insoluble de cet
EPS, des analyses plus approfondies de sa structure sont nécessaires. Une désacétylation
de I'EPS entrainant un changement de sa conformation pourrait permettre d'atteindre
cet objectif.

4, Conclusion

L’EPS de Rta, fermement attaché a la surface bactérienne, a été extrait avec succes en
utilisant du TCA. Cet acide permet de détacher I'EPS des cellules bactériennes et
simultanément de le purifier en dénaturant et en précipitant les protéines et les acides
nucléiques de plus de 20 nucléotides. Selon I'analyse élémentaire et en FTIR, 'EPS
extrait est constitué des unités saccharidiques avec la présence possible d'acides
aminés. Les monosaccharides impliqués dans sa structure, selon les analyses en CPG,
sont le ribose, glucose, galactose, mannose. Tandis que le glucose et le galactose sont les
monomeres les plus répandu parmi les polysaccharides bactériens, le ribose est
rarement décrit comme composant des unités répétées des EPS bactériens. Les analyses
de FTICR-MS et de RMN confirment que la présence de ribose, qui n’est pas la seule
caractéristique originale de I'EPS de Rta. Les deux analyses sont complémentaires et
permettent de proposer une structure de 'unité répété d’EPS de Rta constitués de dix
motifs saccharidiques (décasaccharide) qui inclut des monosaccharides rares comme
le ribose et le rhamnose, un acide aminé, la lysine, et des substitutions de type acétyle,
succinyle et méthyle :

B-Ribp
Lys 1 OAc Succ OMe
v v v v v

+4}|—|3—D—G?cpA—{ 1-2-5)-B-Ribp-{1-=2)-B-Ribp-{1-w6)-a-Glcp-( l—)G}I-{G?Cp}I-{ l—>4*}l—Mgn—{ 1-»4)-0-G %Ip—{ 1-m4*)-Rha-(1-2»4*)-Rha*(1-m
4

OAc

La présence de 3 riboses, 2 glucoses, 1 galactose et 1 mannose dans cette struture est en
accord avec les analyses en CPG apres méthanolyse (ratios 3/2/1,4/0,7) (Fig. 48,
p-107). Sur le profil chromatographique en CPG de I'EPS de Rta hydrolysé par une
méthanolyse, les pics correspondant au rhamnose sortent probablement juste avant
celui du ribose (Fig. 47, p. 106).

Le spectre FTIR confirme la présence d'un méthyle, d'un substituant o-acétyle, d'un
acide uronique et d'un acide aminé.
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La structure de I'EPS de Rta est tres originale mais certains détails restent a

confirmer, vu que pour les analyses RMN nous avons utilisées le spectre 1D 1H et les

corrélations TOCSY et HSQC. Il serait utile de confirmer la structure proposée en

complétant les résultats RMN avec le spéctres 1D-13C et les séquences NOESY et HMBC

qui permettraient de repérer 'enchainement et 'assemblage des unités identifiées dans

le spectre. Nous avons également montré que I'EPS est coloré au Calcofluor-white

suggérant la présence des liaisons de type  1-3 et/ou 3 1-4 qui ne sont pas impliquées
dans la structure proposée.

D’un point de vue industriel, la structure d’'un polymere est un point trés important
mais la production d’'un EPS est rentable si ce dernier posséde des propriétés
rhéologiques intéressantes, permettant sa commercialisation. La solubilisation d’EPS de
Rta en phase aqueuse était la premiére étape pour la réalisation des analyses
rhéologiques. Nous avons constaté que ce polymeére était insoluble dans de I’eau ou dans
une solution saline, méme apres des traitements comme ajustement du pH, chauffage,
agitation continuelle, sonication puissante. Nous avons toutefois réussi a solubiliser
I'EPS dans le DMSO. Cette insolubilité est probablement due a la présence des acétates
dans la structure d’EPS et certainement pas a la présence des autres composants comme
des lipides. Une désacétylation de 1'EPS de Rta entrainant un changement de sa
conformation pourrait permettre sa solubilisation.
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Chapitre 3 : Déterminants génétiques de la production de I'EPS de R. tataouinensis TTB310

1. Introduction

Apres avoir optimisé la production d’EPS par la souche R. tataouinensis TTB310 (Rta)
(Chapitre 1) et avoir analysé sa structure (Chapitre 2), nous avons voulu identifier les
déterminants génétiques de sa biosynthese. Sachant que I'EPS de Rta possede une
structure complexe analysée dans le Chapitre 2, nous avons souhaité compléter
I'approche biochimique par une approche génétique. La détermination du cluster de
genes responsables de la synthése d’EPS peut également permettre de fournir les outils
génétiques nécessaires a la construction de mutants affectés dans sa biosynthese.

Dans ce chapitre nous avons donc cherché a identifier les déterminants génétiques de
la production d’EPS par les kystes de Rta. Pour cela nous avons, dans un premier temps,
ciblé deux clusters de génes potentiellement responsables de la synthese d’EPS. Cela a
été rendu possible par le fait que le génome de Rta a été entierement séquencé (De Luca
et al., 2011). Nous avons ensuite vérifié I'implication de ces clusters dans la synthese
d’EPS en évaluant, par RT-PCR, leur expression par les Kystes de Rta. Pour ce faire,
I'obtention préalable de cultures de Rta enrichies en kystes (et en batonnets comme
témoin) a été nécessaire. Nous avons donc utilisé deux mutants de Rta disponibles au
LEMIRE et qui avaient été construits par Gilles DE LUCA. Le premier est le mutant
ARtHmuO portant une mutation dans le gene codant une hemoxygénase, ayant comme
phénotype une production de kystes majoritairement, et le second, ARtBphP1, portant
une mutation dans le gene codant le bactériophytochrome BphP1, ne produisant que des
batonnets. Le promoteur du cluster sélectionné, permettant de mettre en évidence une
expression plus forte de ces genes chez les cultures de kystes, a été validé. Ce promoteur
a ensuite été utilisé pour la construction des fusions transcriptionnelles avec un gene
codant une protéine fluorescente egfp.

J'ai réalisé et interprété la totalité des expériences présentées dans ce Chapitre 3 avec
l'aide technique de Sylvain FocHESATO (LEMIRE).

1.1. Choix et ciblage des clusters de génes potentiellement responsables de la
syntheése de I'EPS

Généralement chez les bactéries, les protéines impliquées dans la synthese et le
transport d’EPS sont codées par des clusters de genes opéroniques (Whitfield et
Roberts, 1999). Ces opérons peuvent également contenir des genes codant la synthése
de précurseurs ainsi que des genes régulateurs (Whitney et Howell, 2013 ; Schmid et al,
2015).

Pour la synthese des EPS bactériens, les principales enzymes impliquées sont les
glycosylhydrolases (GHs) et les glycosyltransférases (GTs). Les glycosyltransférases
assemblent des monosaccharides activés en chaines linéaires ou ramifiées. Chez Rta, les
40 genes codants des glycosyltransférases ont été localisés dans différentes régions du
génome. Dans ces régions, contenant des GTs, nous avons identifié les genes qui les
entourent. En recherchant des génes codant des protéines pouvant étre impliquées dans
la biosynthese d’EPS a proximité de ces GTs, nous avons identifié deux clusters
potentiellement impliqués dans la production d’EPS par Rta.

Le premier cluster de genes (cluster 1) commence par le géne Rta_08680 codant une
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dTDP-Glu 4,6-déhydratase et finit avec le gene Rta_08810 codant une f3-
glycosyltransférase (Fig. 62). 11 est composé de 14 génes.

go5551 Q01451 Q04051 05651 209251 911551 914451
T

Rta CRCROOSTORLa 05720 Rta 058740 Rta 05770 Pta 087 RLa (BS10 BLa 05530
Ria O Ria Ey1o Ria 05750 Rta o550
Rta 05730 Rta 05760 Rta 05500
Rta_ 08670 Rta 05520 Rta
Rta_OSG60 |

e | ' | Rta 05340

Figure 62: Disposition et description du cluster 1 de genes (entourés par un carré rouge)
potentiellement responsables de la synthese d’EPS chez Rta

Légende des genes :

Rta_08680 Candidate dTDP-Glu 4,6-déhydratase

Rta_08690 Candidate dTDP-4-déhydrorhamnose réductase / dTDP-4-keto-L-rhamnose réductase /
dTDP-6-déoxy-L-mannose déshydrogénase / dTDP-L-rhamnose synthétase

Rta_08700 Candidate Glu-1-phosphate thymidylyltransférase / dTDP-Glu synthétase / dTDP-Glu-
pyrophosphorylase

Rta_08710 Candidate dTDP-4-déhydrorhamnose 3,5-épimerase / dTDP-keto-6-déoxyglucose 3,5-
épimérase / TDP-L-rhamnose synthétase

Rta_08720 Candidate transporteur ABC de polysaccharide / polyolphosphate qui peut étre impliqué
dans la biogénese de I'enveloppe cellulaire (perméase)

Rta_08730 Protéine liant le transporteur ABC de polysaccharide/polyolphosphateRta_08740 Protéine
hypothétique conservée

Rta_08750 a-Glycosyltransférase, famille 4

Rta_08760 Glycosyltransférase, famille 46

Rta_08770 Candidate protéine membranaire

Rta_08780 Candidate 3 - Glycosyltransférase, famille 2

Rta_08790 Candidate protéine membranaire

Rta_08800 Candidate 3 - Glycosyltransférase, famille 2

Rta_08810 Candidate 3 - Glycosyltransférase, famille 2

Ce cluster 1 contient 5 genes codant des GTs : Rta_08750, Rta_08760, Rta_08780,
Rta_08800 et Rta_08810. Trois d’entre-eux sont des [3-glycosyltransférases impliquées
dans la formation des liaisons de type [3, présentes dans I'EPS de Rta puisque révélées
par leur coloration avec le Calcofluor white (cf. paragraphe 1.2., Chapitre 1). Le cluster
contient d'autres génes impliqués dans la synthese et la modification de nucléotide-
diphosphate-monosaccharides, les précurseurs de la synthese d’EPS. Ces genes sont
Rta_08680, Rta_08690, Rta_08700 et Rta_08710. Deux genes, Rta_08720 et Rta_08730,
codant des protéines faisant partie d'un systéeme de transport de type ABC sont
également présents dans ce cluster 1. Selon les données bibliographiques, le systéme de
transport de type ABC peut étre impliqué dans le transport des exopolysaccharides. Il
est intéressant de noter que parmi les genes entourant ce cluster 1, qui est tres
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probablement opéronique, se trouvent les genes Rta_08820 et Rta_08900 codant des (3-
glycosyltransférases ainsi que les genes Rta_08880 et Rta_08890 codant des protéines
de systeme de transport ABC (De Luca et al, 2011). Un peu plus loin, nous avons
identifié le géne Rta_08960 qui code une déacétylase de polysaccharide. Ce cluster 1 et
les génes positionnés a proximité sont certainement impliqués dans la synthese et
I'export d’un polysaccharide. Il reste a vérifier si le polysaccharide exporté est bien celui
qui se trouve a la surface des kystes. L'existence du gene Rta_08830 situé a proximité de
ce cluster 1 et qui est décrit comme codant une transférase d'undécaprenyl-phosphate-
N-acétylglucosaminyl-1-phosphate laisse envisager que ce cluster pourrait étre impliqué
dans la synthese de la paroi bactérienne qui contient de la N-acétylglucosamine.

L’autre cluster de genes que nous avons identifié (cluster 2) commence avec un gene
(Rta_10910) de petite taille (309 bp), qui code une protéine hypothétique, et finit avec le
gene Rta_10830 codant probablement une UDP-glucose- ou une UDP-galactose 4-
épimerase appartenant aux enzymes de modification de nucléotide-diphosphate
monosaccharides (Fig. 63). Les 9 genes présents dans ce cluster sont probablement
organisés en opéron.

1113356 11153556 1119356 1122356 1125356 1125356 113158
1 T T T T T T
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Figure 63: Disposition et description du cluster 2 de genes ciblés comme potentiellement
responsables pour la synthese d’EPS chez Rta (entourés par un carré rouge). Ce cluster est
probablement lié au cluster 3, en amont et en lecture inversée (entouré en carré vert).

Légende des genes :

Rta_10830 Lointainement apparenté aux UDP-glucose-4-épimerase (Galactowaldenase) (UDP-
galactose-4-épimerase)

Rta_10840 Apparenté aux oxidoréductases

Rta_10850 Apparenté aux a - Glycosyltransférases, famille 4

Rta_10860 Candidate R - Glycosyltransférase, famille 2

Rta_10870 Candidate R - Glycosyltransférase, famille 2

Rta_10880 Candidate - Glycosyltransférase, famille 2

Rta_10890 Candidate protéine membranaire

Rta_10900 Candidate protéine transporteur de succinoglycane

Rta_10910 Protéine hypothétique

Rta_10750 Protéine hypothétique

Rta_10760 Candidate d’un régulateur transcriptionel EpsA, appartenant a la famille LuxR

Rta_10770 Candidate phosphotransférase de glucose undécaprenyl-phosphate EpsB, protéine
membranaire

Rta_10780 Protéine de la superfamille des canaux de la membrane externe, apparentée aux protéines
opéroniques de biosynthese d’EPS, EpsL

Rta_10790 Protéine de la superfamille SLBB, apparenté aux protéines d’export d’EPS, EpsE
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Rta_10800 Candidate d’'une protéine de la superfamille Wzz, déterminant la longueur de la chaine
polysaccharidique EpsF

Rta_10810 Candidate d'une protéine-tyrosine kinase non-spécifique, EpsG

Rta_10820 Apparentée aux B-glycosyltransférases, Famille 26

Dans ce cluster 2, nous avons retrouvé 4 glycosyltransférases : une a-GT (Rta_10850)
et trois B-GTs (Rta_10860, Rta_10870, Rta_10880), ainsi que deux autres genes,
Rta_10890 codant une protéine membranaire, et Rta_10900, codant un transporteur de
succinoglycane. Les deux derniers sont liés a I'export de polysaccharide. Nous avons
noté qu'en aval de ce cluster de génes se trouve un autre cluster (cluster 3) dans le sens
inverse de lecture qui commence par le gene Rta_10750 codant une protéine
hypothétique et qui finit avec le géne Rta_10820 codant une glycosyltransférase
apparentée aux f3-glycosyltransférases. Il contient 8 génes probablement organisés en
opéron. Parmi eux, nous n'avons trouvé qu'une seule glycosyltransférase et plusieurs
protéines impliquées dans la synthése d’'un systeme de transport de polysaccharide.
Nous avons également détecté la présence, dans le cluster 3, du géne Rta_10770 codant
une phosphotransférase de glucose-undécaprényl-phosphate et du gene Rta_10800
codant une protéine de la superfamille Wzz. Il est possible que les deux clusters (2 et 3)
fonctionnent de facon complémentaire. Ainsi le premier (cluster 2) contiendrait des
glycosyltransférases nécessaires a la biosynthese de I'EPS, et le deuxieme cluster
(cluster 3) le systeme d’assemblage des unités répétés et de transport. La présence d'un
gene pouvant étre impliqué dans un transport de type Wzx/Wzy serait en cohérence
avec les résultats de l'analyse de la composition de I'EPS (Chapitre 2) puisqu'un tel
systéme est responsable de l'assemblage de divers monosaccharides dans des unités
répétées complexes d'hétéropolysaccharides.

1.2. Utilisation des mutants de Rta ne produisant plus d'hemoxygénase ou de
bactériophytochrome 1

Un moyen simple pour identifier les déterminants génétiques responsables de la
synthése d’EPS est la comparaison de leur expression dans une culture constituée de
kystes et donc productrice d’EPS avec une culture constituée de batonnets non-
producteurs d’EPS, comme témoin. Ainsi, nous attendons que la culture, constituée
essentiellement de kystes, permette de mettre en évidence une forte expression des
genes responsables de la production d’EPS contrairement a la culture constituée de
batonnets. Pour éviter un biais de quantification de 'expression des genes pouvant étre
lié a des différences de parametres physico-chimiques, les cultures bactériennes doivent
étre réalisées dans des conditions expérimentales identiques et reproductibles. Avec la
souche sauvage de Rta, le ratio "kystes/batonnets" est variable selon le stade de
croissance et fortement influencé par la présence ou non de lumiere. Dong, il faut utiliser
une autre stratégie pour obtenir des cultures ne contenant que des kystes ou des
batonnets dans les mémes conditions de culture. Pour atteindre cet objectif, nous avons
décidé d’utiliser deux mutants de Rta.

Deux mutants de Rta disponibles au laboratoire (LEMiRE), construits par Gilles DE
Luca, nous ont semblé pouvoir répondre a cet objectif. Le premier a été muté dans le
geéne codant une hemoxygénase (ARtHmuO) et le deuxiéme muté dans un des deux genes
codant des bactériophytochromes détectant la lumiére rouge (ARtBphP1). Ces deux
bactériophytochromes sont impliquées dans la détection de la lumiére rouge, en amont
d'une voie de régulation de la différenciation "kystes-batonnets" et de fagon plus
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générale dans l'adaptation de Rta a la dessiccation. Il a été observé que ces mutants ont
des morphologies différentes selon l'intensité de la lumiére. Indifféremment, en
présence de lumiére (700 ou 770 nm) ou a I'obscurité les colonies du mutant ARtBphP1
sur TSA/10 sont constituées essentiellement de batonnets et celles du mutant ARtHmuO
essentiellement de kystes.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches de R. tataouinensis utilisées dans ce chapitre sont la souche sauvage
R. tataouinensis TTB310 (Rta wt), ainsi que deux mutants : le premier a été muté sur
gene codant une hemoxygénase (ARtHmuO) dont le phénotype est un enrichissement de
la culture en kystes (> 99%) et le deuxiéme (ARtBphP1) sur le geéne codant I'un des
bactériophytochromes de Rta, Bphp1, dont le phénotype est un enrichissement de la
culture en batonnets (> 99%). Ces souches ont été fournies par Gilles DE Luca (LEMIRE).
Les souches d’E. coli GM2163 et TOP10 ont été utilisées pendant les étapes successives
de construction des fusions transcriptionnelles.

Les cultures des mutants ARtBphP1 et ARtHmuO utilisées pour les extractions d’ARN
ont étaient réalisées en triplicat dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de
milieux TSB/10 0,4 % NaCl, supplémenté de kanamycine (concentration finale :
200 pg/mL). La croissance bactérienne a été réalisée a 30 °C, sous agitation (150 rpm)
pendant 3 a 5 jours. La durée de croissance des mutants ARtHmuO et ARtBphP1 a été
fixée a 6 jours. Les milieux pour Rta wt ont été TSB/10 et TSB/10 supplémenté de
10 mM lactate.

Les différentes souches d’E. coli ont été cultivées en milieu LB (Luria Broth composé
de 1 % de tryptone, 0,5 % d’extrait de levure, 10 mM de NaCl, 2 mM de NaOH) ou SOC
(« Super Optimal broth with Catabolic repressor ») composé de 2 % de tryptone, 0,5 %
d’extrait de levure, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgClz et 20 mM de glucose,
a 37 °C et sous agitation (150 rpm). La sélection des transformants a été faite par des
ensemencements sur boite de Petri contenant du milieu LA (milieu LB avec 15 g/L
d’agar, Sigma) supplémenté de kanamycine (concentration finale : 50 pg/mL).

Afin de tester I'expression des déterminants génétiques potentiellement impliqués
dans la synthese d’EPS chez Rta, la culture du transformant a été ensemencée sur milieu
TSA/10 supplémenté de kanamycine (concentration finale : 200 pg/mL).

2.2. Manipulation d’ADN

2.2.1. Extraction d’ADN de Rta

Rta étant une bactérie difficile a lyser, les durées d’incubation avant l'extraction
phénol/chloroforme ont été rallongées. Ainsi un volume de 1 L de culture de Rta dans
TSB/10 (ensemencés avec 2,5 mL d'une préculture) apres 3 jours de croissance a été
récolté par une centrifugation a 15 000 rpm et a 15 °C pendant 30 min. Les culots ont été
repris dans de TSB/10 et concentrés en un seul tube par une centrifugation a 10000 rpm
a 15 °C pendant 15 min. Par la suite le culot a été repris dans 10 mL d’EDTA 10 mM pH
8,0, additionné de 40 pL de protéinase K a 20 mg/mL (concentration finale : 80 pg/mL),
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plus 50 pL de SDS 20 % (0,1 % final). Les bactéries ont été lysées a 37 °C pendant une
nuit. Par la suite une digestion a la RNase a 37 °C pendant 1 h a été réalisée, puis le
meélange a été centrifugé a 7500 rpm pendant 15 min. Pour [lextraction
"phénol/chloroforme”, 10 mL de surnageant « jaune » et 10 mL de phénol (pH 7,9) ont
été mélangés, puis le surnageant (phase aqueuse) récupéré et repris dans 5 mL de
phénol et 5 mL de chloroforme. Dans ce surnageant, 10 mL de "chloroforme/alcool
isoamylique" (24:1) ont été ajoutés. Dans le dernier surnageant (environ 7,5 mL
puisqu'on en perd au cours des extractions), 800 uL. d’acétate de sodium 3 M
(concentration finale 0,3 M) a pH 5,2, plus 22,5 mL d’éthanol 100 % (3 volumes) ont été
ajoutés. Ce mélange est placé a 4 °C pendant 10 min. Un filament blanchatre d’ADN
apparait instantanément. Apres avoir éliminé I’éthanol en réalisant une centrifugation a
7500 rpm pendant 15 min, une derniere étape de ringcage a I’éthanol 70 % a été
effectuée a 4 °C. L’ADN a été récupéré apres une derniére centrifugation a 7500 rpm et a
4 °C pendant 15 min. Le culot a été repris dans environ 2 mL de Tris HCl 10 mM pH 8,0.
La concentration et la pureté de I'’ADN ont été vérifiées a I'aide du spectrophotometre
NanoVue.

2.2.2. Extraction et purification de plasmides

Les extractions de plasmides ont été effectuées grace au kit « QIAprep Spin Miniprep
Kit » (QIAGEN), en suivant les recommandations du fabricant.

2.2.3. Purification de fragments d’ADN

La purification des différents fragments a été réalisée selon le protocole du kit
« QIAquick PCR Purification » (QIAGEN), en suivant les recommandations du fabricant.

2.2.4. Séquencage d’ADN

Le séquencage des fragments PCR et des plasmides a été effectué par la société
GENEWIZ (Sanger DNA sequencing). Les chromatogrammes ont été visualisés a I'aide du
logiciel 4Peaks. Des logiciels d’alignement de séquences, tels que Nucleotide BLAST
(«Basic Local Alignement Search Tool», NCBI) ou Multalin (GenoToul, Toulouse) ont été
utilisés pour vérifier les séquences.

2.2.5. Amplification par PCR (polymerase chain reaction)

Les différentes amorces utilisées dans cette étude sont présentées en Annexe 2. Les
amplifications par PCR des genes des deux clusters contenant potentiellement les génes
impliqués dans la synthese de 'EPS de Rta (clusters 1 et 2) ont été réalisées selon les
instructions du fabricant de la Taq polymerase HotStarTaq (QIAGEN). Le milieu
réactionnel, par tube est composé de dNTP mix (100 uM), de tampon PCR (1x), de
solution Q (1x), d’amorces (0,5 uM) et d’1 unité/réaction de polymerase HotStarTaq. La
réaction commence par une étape de dénaturation de I'’ADN (95 °C pendant 5 min). Cette
étape est suivie de 19 a 20 cycles d’amplification pour le géne ADNr 16S, 31 cycles pour
les génes Rta_08680, Rta_08740, Rta_08780 et Rta_08810, 32 cycles pour les génes
Rta_10900, Rta_10850, Rta_10830, Rta_10880 et Rta_10870, comprenant une étape de
dénaturation (95 °C pendant 30 s a 1 min), d’hybridation (de 53 °C a 56 °C selon les
amorces utilisées, pendant 45 s) et d’élongation (72 °C pendant 1 min selon la longueur
du fragment a amplifier). Le mélange a ensuite été maintenu a 72 °C pendant 10 min
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pour terminer I'élongation. Les amplifications par PCR ont été réalisées avec environ
50 ng d’ADNCc.

Les amplifications par PCR du gene egfp et des régions contenant le promoteur du
cluster 2 commencant par le géne Rta_10910 et finissant avec le géne Rta_10830 ont été
réalisées selon les instructions du fabricant de la Taq polymerase Herculase II Fusion
DNA Polymerase (Agilent Technologies). Cette ADN-polymérase est extrémement fidele
et introduit peu de mutations. Sa formulation spéciale et le systeme tampon optimisé
assurent une tres bonne performance pour 'amplification des cibles riches en G+C%, ce
qui est le cas de Rta (G+C% du génome : 70%). Les conditions de réaction ont été les
suivantes : une étape de dénaturation de ’ADN (95 °C pendant 2 min) suivie de 30 cycles
d’amplification comprenant : une étape de dénaturation (95°C pendant 30 s),
d’hybridation (de 60 °C a 64 °C selon les amorces utilisées pendant 30 s) et d’élongation
(68 °C pendant 45 s a 60 s selon la longueur du fragment a amplifier). Le mélange a
ensuite été maintenu a 68°C pendant 8 min pour terminer I'élongation. Les
amplifications par PCR ont été réalisées avec 50 ng d’ADNg. En fin d’amplification avec
I'Herculase II, une amplification pendant 10 min a 72 °C a été réalisée avec la GoTaq
(Promega) qui possede la particularité d’ajouter des bases A a la fin des produits PCR.

Toutes les amplifications par PCR ont été effectuées avec le thermocycleur C1000
Touch™ (Bio-Rad).

Les produits PCR ont été vérifiés par électrophorese sur gel d’agarose 1 % dans du
TAE 0.75X (Tris acétate, EDTA) contenant 0,01 % de BET (p/V) afin d’en contrdler leur
qualité. Pour chaque réaction, ont été déposés 5 uL de produit PCR avec 3 pL de tampon
de charge (bleu de bromophénol 0,02 %-xyléne cyanol, 0,02 %-glycérol 3 %-TBE). Aprés
migration sous 100 V pendant 20-30 min, les bandes ont été visualisées a 'aide d'un
imageur de gels d’électrophorese (U : Genius, Syngene) : le gel est placé sur une table
rétroéclairée par des rayons ultra-violets qui induisent la fluorescence du BET fixé a
I’ADN. Un marqueur de poids moléculaire (SmartLadder ou SmartLadder SF,
Eurogentec) a été utilisé pour déterminer la taille et la quantité d’ADN présent.

2.3. Manipulation d’ARN

2.3.1. Extraction d’ARN totaux

Deux types d’extraction d’ARN ont été réalisés. Le premier a concerné les cultures de
batonnets du mutant ARtBphP1 et le deuxiéme les cultures de kystes du mutant
ARtHmuO. Les extractions d’ARN ont été effectuées en réalisant un traitement initial
destiné a lyser au mieux les cellules de Rta et plus particulierement les kystes. Chaque
culture a été filtrée a I'aide d’un filtre au seuil de coupure 0,2 um (Whatman). Les filtres
ont été récupérés et placés dans des tubes (Eppendorf) avec des billes de broyage Lysing
Matrix E (MP Biomedicals). Pour les filtres recouverts de kystes du mutant ARtHmuO,
200 pL de lysozyme et 20 pL de protéinase K ont été ajoutés. Dans les tubes contenant
les filtres recouverts de batonnets du mutant ARtBphP1, a été ajouté 1 mL de TRIzol.
Ensuite tous les filtres ont été traités avec un broyeur FastPrep-24 (MP Biomedicals)
pendant 60 s a 6,5 m/s. Les broyats des kystes de ARtHmuO ont été incubés par la suite a
température ambiante, sous agitation (200 rpm) pendant 30 min. L’extraction d’ARN
des lysats de kystes de ARtHmuO a été faite avec le kit RNAprotect Bacteria Reagent
(Qiagen) selon les recommandations du fabricant, en excluant les étapes d'addition de
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RNA protect et en commengant par I'étape d’ajout de réactif RLT supplémenté de [3-
mercaptoéthanol, suivie par I'extraction proprement dite a ’aide d’un kit de purification
d’ARN (« RNeasy Mini Kit », Qiagen), en respectant les recommandations du fabricant.
L’extraction d’ARN pour les broyats contenant les batonnets de ARtBphP1 a été réalisée
par la suite avec le réactif TRIzol Reagent (Ambion), selon les recommandations du
fabricant.

Afin d’éliminer toute trace d’ADN dans les échantillons, un traitement a la
désoxyribonucléase (DNAase) a été effectué a l'aide du kit « TURBO DNA-free »
(Ambion) selon les recommandations de fabricant. Les ARN totaux ont été récupérés et
leur concentration déterminée a l'aide du spectrophotometre NanoVue. La qualité
d’ARN a été vérifiée par électrophoréese sur gel d’agarose 0,1 % dans du TBE 0,5X (Tris,
acide borique, EDTA), contenant 0,01 % de BET (p/V). Les dépdts d’ARN ont été
mélangés avec 3 puL de tampon de charge (bleu de bromophénol 0,02 %-xyléne cyanol,
0,02 % - glycérol 3 %-TBE). Apres migration sous 100 V pendant 15 min, les bandes ont
été visualisées a I'aide d’'un imageur de gels d’électrophorése (U : Genuis, Syngene).

2.3.2. Transcription inverse

Les ARN totaux ont été rétrotranscrits en ADN complémentaires (ADNc) grace au kit
«Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit» (Roche). Apreés calcul de la concentration
de chaque échantillon, 1 pg d’ARN totaux a été prélevé, puis 2 pL d’'un mélange
contenant des amorces hexamériques dont la séquence est aléatoire («Random Hexamer
Primer») ont été ajoutés, le volume final étant porté a 13 pL. Le tout a été dénaturé a 65
°C pendant 10 min et placé immédiatement dans la glace pour éviter la formation de
structures secondaires. Les composés suivants ont alors été ajoutés : 4 pL de tampon de
réaction («Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5X conc.»), 0,5 pL
d’inhibiteur d’ARNases («Protector RNase Inhibitor», 40 U/uL), 2 uL de mélange des
quatre désoxyribonucléotides (10 mM chacun) et 0,5 pL de rétrotranscriptase
(«Transcriptor Reverse Transcriptase»). Le programme utilisé pour réaliser la
rétrotranscription a été le suivant : 10 min a 25 °C, puis 30 min a 55 °C. Pour finir,
I'enzyme a été incubée 5 min a 85 °C afin de l'inactiver. Pour toutes les réactions PCR,
nous avons utilisé 1 pL. d’ADNc. Un gene témoin (ADNr 16S) a été utilisé pour vérifier
I'efficacité de la transcription inverse et le fait que chaque échantillon possede la méme
concentration d’ADNc.

2.4. Digestion enzymatique et ligation

Les plasmides extraits et purifiés ont été digérés avec des enzymes de restriction
selon les recommandations du fournisseur (New England Biolabs).

Pour améliorer le rendement de ligation, les plasmides ont été traités a la
phosphatase («Antartic phosphatase», New England Biolabs). Cette enzyme catalyse
I’élimination du 5’-phosphate et empéche ainsi les plasmides digérés par des enzymes
de restriction de se refermer sur eux-mémes. Le tampon dilué au 1/10 ainsi que 1 pL de
phosphatase ont été ajoutés. Apres incubation a 37 °C pendant 15 min, 'enzyme a été
inactivée en plagant le mélange a 65 °C pendant 5 min.

Pour permettre une ligation optimale, les inserts ont été placés en exces (de l'ordre
de 3 fois) par rapport au vecteur. Apres ajout de tampon de ligation, la ligase (« T4 DNA
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ligase », New England Biolabs) a été ajoutée. Le tout a été placé a 4 °C et la ligation s’est
effectuée pendant une nuit.

2.5. Construction des vecteurs de fusions transcriptionnelles

Afin de réaliser des fusions transcriptionnelles egfp, trois régions en « amont» du
cluster 2 commencant par le géne Rta_10910 et finissant avec le géne Rta_10830 ont été
identifiées comme potentiellement promotrices. La premiere région, en « amont» du
gene Rta_10900, a été choisie en se basant sur le fait que le géne Rta_10910 code une
petite protéine hypothétique qui n’est peut-étre pas fonctionnelle. La deuxieme région
est en «amont» de Rta_10910 et la troisieme en « amont» du gene Rta_10950. Les
régions choisies ont une taille d’environ 330-340 bp et ont été amplifiées a 'aide de
I’enzyme Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies). Le gene egfp a été
amplifié par la méme enzyme (Fig. 64B). Afin de séquencer les amplicons obtenus, ceux-
ci ont été clonés au sein d’'un vecteur Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning (Invitrogen),
selon les recommandations du fournisseur. Le séquencage garantit que les
amplifications PCR n’ont pas généré de mutations. Apres cette vérification, une souche
chimio-compétente d’E. coli GM2163 a été transformée avec les vecteurs pCR-XL-TOPO®
contenant les inserts. Les plasmides ont été purifiés, puis digérés par des enzymes de
restriction (Fig. 64B). Pour déterminer le niveau d’expression de différents génes et
ainsi leur régulation transcriptionnelle, les régions promotrices du cluster 2 ont été liées
au gene egfp codant pour la biosynthese d’'une protéine GFP fluorescente (Fig. 64C). Les
fragments obtenus ont ensuite été insérés au sein du vecteur pBBR1MCS-2 (Fig. 64A et
C). Nous avons utilisé pour cela la T4 DNA ligase (New England Biolabs).
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Insert
Rta promoteur

Figure 64: Construction des fusions transcriptionnelles pour quantifier I'expression du cluster 2
de genes cibles potentiellement impliqués dans la production d’EPS chez Rta. A) Les sites de
restriction choisis pour le plasmide pPBBR1MCS-2 sont Nsil, Xba I et Sac II. B) Le géne egfp ainsi
que les régions en « amont » de Rta_10900, Rta_10910 et Rta_10950 ont été amplifiés et digérés
avec les enzymes de restriction Xba I, Sac II et Nsil. C) La ligation des trois produits permet
'obtention des fusions transcriptionnelles.

2.6. Transformations

2.6.1. Cellules électro-compétentes

Les cellules de Rta en phase exponentielle (3 jours de culture dans 50 mL de milieu
TSB/10) ont été récoltées par une étape de centrifugation a 8000 rpm, a 4 °C pendant
5 min. Le culot a été repris dans 50 mL d'eau ultrapure stérile et froide et centrifugé a
nouveau. Cette étape a été répétée 4 fois. Le culot a été finalement repris dans 1 mL
d’eau ultrapure stérile et froide. Les cellules compétentes ont été utilisées directement
pour les électrotransformations.

2.6.2. Transformation par électroporation des cellules électro-
compétentes de Rta

Les transformations des cellules électro-compétentes de Rta ont été réalisées par
électroporation de 180 pL de cellules électro-compétentes en présence de 13 pL du
produit de ligation du plasmide pBBR1MCS-2 avec les inserts egfp et un de trois
promoteurs : Rta_prom_10900, Rta_prom_10910 ou Rta_prom_10950. Apres
I’électroporation sous 2,5 kV pendant 5 ms, 900 pL de milieu TSB/10 ont été ajoutés et
les bactéries ont été incubées, sous agitation (150 rpm) a 30 °C pendant 1 h. La sélection
des différents transformants a été effectuée par étalement sur boite de Petri avec du
milieu TSA/10 additionné de kanamycine (concentration finale : 200 pg/mL).

2.6.3. Transformation des cellules chimio-compétentes d’E.coli par choc
thermique

Un volume de 100 pL de cellules chimio-compétentes d’E. coli GM2163 ou Top10 a été
additionné de 15 pL du vecteur, puis placé dans la glace pendant 30 min. Ensuite, les

149



Chapitre 3 : Déterminants génétiques de la production de I'EPS de R. tataouinensis TTB310

cellules ont été incubées a 42 °C pendant 2 min. Un volume de 250 pL du milieu SOC a
ensuite été ajouté aux cellules d’E. coli Top10 ou 900 pl de LB aux cellules d’E. coli
GM2163. Ensuite elles ont été incubées a 37 °C sous agitation pendant 1 h. Les cellules
ont été étalées sur milieu solide (LA) supplémenté de kanamycine (concentration finale :
50 pg/mL).

2.7. Microscopie de fluorescence

L’activité de chaque promoteur a été détectée par la fluorescence émise apres
excitation sous UV. Les observations en microscopie de fluorescence ont été faites avec
un microscope a contraste interférentiel (BX50, Olympus) équipé avec un objectif x100
(UPlanApo, ouverture numérique = 1,35, immersion d’huile) et une lampe UV. Les
images de microscopie obtenues ont été prises avec une caméra CCD (F-View, Olympus).
Les bactéries, contenant le plasmide avec le promoteur fonctionnel et le géne egfp,
excitées avec de la lumiere UV émettent dans le vert.

La comparaison de la quantité d’EPS produite a été réalisée en déposant 18 pL
d’échantillon sur une lame de microscopie en présence de 1,8 uL de Calcofluor white
0,1 %. Les images ont été obtenues a l'aide d'un microscope confocal a balayage laser
(Zeiss LSM780, Carl Zeiss, France), en utilisant I'objectif 63 x a immersion d’huile. Le
Calcofluor white est excité a 405 nm et la lumiére émet dans une gamme se situant entre
404 et 501 nm. Afin de comparer la quantité d’EPS produite dans les différentes
conditions apres la prise de photo avec des parameétres standardisés, une autre photo
est prise en jouant sur le gain. Plus le gain est modifié en observant toujours la
fluorescence, plus 'EPS est épais. Les images en contraste de phase ont été obtenues
simultanément avec les images de fluorescence en utilisant un détecteur de lumiére
transmise. Les images ont été traitées avec le logiciel Zen black.

3. Résultats

Dans ce paragraphe, nous présentons les résultats de travaux visant a identifier les
déterminants génétiques responsables pour la synthese d’EPS chez Rta. Ces résultats ont
été obtenus avec l'appui technique de Sylvain FocHEsATO (LEMIRE). L’'identification de
ces genes peut nous apporter de I'information sur le type de mécanismes de biosynthése
et de transport de I'EPS de Rta. Par exemple, selon les clusters ciblés, ce mécanisme de
transport pourrait étre de type ABC ou de type Wzx/Wzy. Une autre conséquence
attendue de l'identification des déterminants génétiques est que nous allons obtenir des
informations sur les enzymes impliquées dans la synthese de I'EPS et cela peut nous
donner éventuellement certaines idées sur sa structure. Nous commengons la
présentation des résultats par une introduction sur I'obtention des cultures enrichies en
kystes et en batonnets qui ont été nécessaires pour la quantification de I'expression des
genes cibles impliqués dans la production d’EPS.

3.1. Obtention des cultures enrichies en kystes ou en batonnets

Comme nous l'avons évoqué dans le Chapitre 1 la pression osmotique peut avoir des
conséquences sur la forme et le volume bactériens (Kramer, 2010). Les résultats les plus
intéressants ont été obtenus quand l'inoculum de Rta était déposé sur TSA/10 0,4 %
NaCl. Dans ces conditions les colonies de Rta contiennent des agrégats de gros kystes
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(Annexe 1). Ces résultats intéressants nous ont donné l'idée de tester la croissance et
d’observer la morphologie de deux mutants, ARtHmuO et ARtBphP1 qui possédent des
phénotypes "kystes/batonnets" contrastés dans un milieu de culture TSB/10. Ainsi les
cultures du mutant ARtHmuO dans TSB/10 0,4 % NaCl (+ kanamycine 200 ug/mL) ne
sont constituées que des Kystes et tres rarement des batonnets. La présence de NaCl
n'est pas nécessaire a l'expression de ce phénotype chez ARtHmuO mais amplifie la
production d'EPS. Les cultures du mutant ARtBphP1 ne contiennent quasiment que des
batonnets dans le milieu TSB/10. Pour la reproductibilité des résultats, il est important
de noter que les milieux ont été inoculés avec des cultures de mutants en phase
exponentielle de croissance et que les morphologies décrites s’observent entre le 3¢me et
le 5¢éme jour.

Nous avons également remarqué un autre phénomeéne concernant la taille des kystes
de ARtHmuO. Les kystes de ce mutant sont plus gros que les kystes de la souche sauvage
Rta wt dans tous les milieux de culture testés jusqu’a présent (Fig. 65), confirmant une
production plus importante d’EPS par le mutant ARtHmuO en présence de 0,4 % NacCl.

Figure 65: Comparaison de la taille des kystes dans des agrégats de kystes A) du mutant
ARtHmuO dans le milieu TSB/10 + NaCl 0,4% (+ kanamycine 200 ug/mL) Barre d'échelle : 2 um
et B) de Rta wt dans TSB/10. Les observations sont faites par microscopie optique. Les bactéries
ont été cultivées a I'obscurité et a 30 °C pendant 3 jours. Barre d'échelle : 20 pm

Finalement nous avons réussi a obtenir des cultures de ARtHmuO constituées que de
kystes et des cultures de ARtBphP1 constituées quasiment que de batonnets dans les
mémes conditions de culture en utilisant le milieu TSB/10 0,4 % NaCl (+ kanamycine
200 pg/mL). Tous les kystes de ARtHmuO obtenus dans ces conditions (+NaCl) sont plus
gros par rapport aux kystes de ARtHmuO ou Rta wt obtenus en l'absence de NaCl. Il
serait intéressant de vérifier que cette augmentation du volume est due a une
production plus importante d’EPS.

3.2. Comparaison de la production d’EPS chez le mutant ARtHmuO et la
souche sauvage Rta

Nous avons voulu vérifier et comparer si la production d’EPS par les kystes du mutant
ARtHmuO dans un milieu de culture TSB/10 0,4 % NaCl était plus importante par
rapport a celle de Rta wt dans les mémes conditions. Pour ce faire nous avons fait des
observations en microscopie confocale qui permet de mesurer la quantité de la lumiere
émise pendant la fluorescence de I'objet. La mesure est simple a mettre en ceuvre, elle
implique un premier réglage des parametres et par la suite une variation du gain. Plus la

151



Chapitre 3 : Déterminants génétiques de la production de I'EPS de R. tataouinensis TTB310

fluorescence est maintenue avec la diminution du gain, plus la quantité de polymere est
importante.

La production d’EPS par le mutant ARtHmuO dans TSB/10 0,4 % NaCl (+ kanamycine
200 pg/mL) est comparée avec celle de Rta wt dans un milieu TSB/10 supplémenté avec
du lactate 10 mM ou de 0,4 % NaCl. La fluorescence des kystes de Rta wt est perdue
autour d’un gain a 450 nm pour les deux conditions (+ lactate 10 mM ou + 0,4 % NacCl).
Dong, il n’existe pas de différence dans la production d’EPS dans ces deux conditions.
Alors que la fluorescence des kystes du mutant ARtHmuO est perdue autour d'un gain de
300 nm suggérant qu'ils produisent davantage d’EPS dans un milieu TSB/10 0,4 % NaCl
par rapport a la souche sauvage. L'observation que les kystes du mutant ARtHmuO ont
une fluorescence plus intense est visible mémeavec le gain de départ a 595 nm (Fig. 66).

Figure 66: Production d’EPS par les kystes de Rta wt (B et C) et son mutant ARtHmuO

(A). Images obtenues en microscopie confocale. Chaque image est constituée de deux
observations : a gauche une image de fluorescence avec un gain standard de départ a 595 nm et
a droite une image correspondante de microscopie optique. A) ARtHmuO dans un milieu TSB/10
+ NaCl 0,4% (+ kanamycine 200 pg/ml). B) Rta dans un milieu TSB/10 + NaCl 0,4%. C) Rta dans
un milieu TSB/10 + lactate 10 mM. Barre d'échelle : 2 pm

La confirmation de la production plus importante d’EPS par le mutant ARtHmuO nous
a conduit a utiliser ce mutant et le milieu de culture TSB/10 0,4 % NaCl pour détecter
plus facilement les différences d’expression des déterminants génétiques responsables
pour la synthése d’EPS. Comme ARtHmuO synthétise plus d’EPS, il est logique que les
genes responsables pour cette synthése soient plus fortement exprimés par rapport aux
situations ou les kystes ont une production d’EPS plus faible. Ainsi quand nous
comparons I'expression des génes d’'intérét entre les cultures composées de kystes et les
cultures composées de batonnets, nous devrions avoir un signal plus fort de l'expression
des genes responsables de la production d’EPS.

3.3. Validation de I'implication des génes candidats dans la production d’EPS

Apres avoir choisi les souches a tester et déterminé les conditions de culture
favorisant la production de kystes ou de batonnets, notre objectif a été de valider
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I'implication des clusters de genes ciblés pour la synthese d’EPS. Cette validation a été
faite en deux étapes. D’abord nous avons confirmé, a 'aide des cultures de ARtHmuO,
enrichie en kystes, et de ARtBphP1, enrichie en batonnets, quel était, entre les deux
clusters de genes (clusters 1 et 2) potentiellement impliqués, le cluster contenant les
genes responsables de la synthése d’EPS. Ensuite, nous avons évalué I'expression de ce
cluster chez la souche sauvage Rta.

3.3.1. Niveau d’expression des clusters de genes candidats

Pour déterminer quel était le cluster de genes impliqué dans la production d’EPS, les
ARN des cultures du mutant ARtHmuO, enrichie en kystes, et du mutant ARtBphP1,
enrichie en batonnets, ont été extraits. Cette extraction a été effectuée avec le kit
RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN) pour les deux cultures. Une amplification par
PCR des ADNc 16S ("controle") a permis de comparer les quantités d’ARN dans les deux
échantillons. Les résultats montrent qu’en utilisant le kit RNAprotect Bacteria Reagent
(QIAGEN) et apres dépot des produits PCR sur un gel d'électrophorese, la quantité
d’ARN extraite est plus importante pour les cultures du mutant ARtHmuO par rapport a
celles du mutant ARtBphP1 (Fig. 67). Pour essayer d’obtenir les mémes quantités d’ARN
pour les deux types de cultures nous avons effectué une extraction au TRIzol Reagent
(Ambion). Cette extraction a donné des bons rendements en ARN pour le mutatnt
ARtBphP1, comparables avec ceux obtenus avec le mutant ARtHmuO, obtenus avec le kit
RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN) (Fig. 67). Cependant avec une extraction au
TRIzol nous n'avons pas réussi a obtenir des concentrations correctes en ARN pour les
cultures de ARtHmuO. Donc, finalement nous avons gardé I’extraction au TRIzol des ARN
pour les cultures de ARtBphP1 et au kit RNAprotect pour les cultures de ARtHmuO.

| S—

ARthphP ARthphP ARtHmMuO
(bitonnets) (bitonnets) (lystes)
TRIzol RNAprotect  RNAprotect

Figure 67: Quantification d’ARN extrait avec de TRIzol ou de kit RNAprotect par RT-PCR des
ARNr 16S des cultures de A RtHmuO et A RtBphP1. Les deux cultures ont été réalisées dans un
milieu TSB/10 0,4 % NaCl (+ kanamycine : concentration finale 200 pg/mL), a 30 °C et sous
agitation (150 rpm.) Les extractions d’ARN ont été réalisées aprés 4 jours de culture.

Apres avoir extrait des quantités en ARN équivalentes pour les cultures des mutants
ARtHmuO et de ARtBphP1, nous avons testé I'expression de certains génes appartenant
aux deux clusters choisis sur la base d'une analyse bioinformatique. L'intensité des
bandes, obtenues sur gel d'électrophorese aprés PCR des ARNm cibles, permet d'évaluer
le niveau d'expression des genes cibles. Les genes responsables de la synthese d’EPS
doivent étre plus fortement exprimés dans les cultures enrichies en kystes (mutant
ARtHmuO) par rapport aux cultures de ARtBphP1, enrichies en batonnets.

L’'implication du cluster 1, commencant avec le gene Rta_08680 et finissant avec le
géne Rta_08810, a été évaluée en quantifiant I'expression de 4 des 14 génes de ce
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cluster. Ces 4 genes sont : le premier géne Rta_08680 (candidat pour une dTDP-Glu 4,6-
déhydratase), le dernier géne Rta_08810 (candidat pour une f3-glycosyltransférase,
famille 2) et deux autres genes au milieu de ce cluster, le géne Rta_08780 (candidat pour
une f3-glycosyltransférase de la famille 2) et le géne Rta_08740 (candidat pour une
protéine hypothétique conservée). Les résultats montrent une expression supérieure
des quatre genes sélectionnés dans le cluster 1 dans les cultures du mutant ARtBphP1
dont la culture est enrichie en batonnets (Fig. 68). Cela indique que ce cluster 1 n’est pas
impliqué dans la synthese d’EPS chez Rta, mais plutdt dans la synthese de la paroi
bactérienne.

Rta_08680 Rta_08740 Rta_08780 Rta_08810
A | I\ A

Figure 68 : Expression des génes Rta_08680, Rta_08740, Rta_08780 et Rta_08810 (cluster 1)
chez les mutants ARtHmuO (enrichissement en kystes) et ARtBphP1 (enrichissement en
batonnets). Les deux cultures de mutants ont été réalisées dans un milieu TSB/10 + NaCl 0,4 %
(+ kanamycine : concentration finale 200 pg/mL), a 30 °C et sous agitation (150 rpm). Les
extractions d’ARN étaient exécutées au quatriéme jour de culture.

Pour tester I'implication du cluster 2 dans la synthese d’EPS, cluster commengant
avec le gene Rta_10910 et finissant avec le gene Rta_10830, nous avons choisi de
quantifier 'expression de 4 des 9 genes de ce cluster 2. Ces 4 génes sont les suivants : le
géne Rta_10900 au début du cluster (candidat pour une protéine de transport de
succinoglycane), le gene Rta_10830 en fin de cluster (candidat pour une protéine
apparentée aux UDP-glucose 4-épimérase, galactowaldénase et UDP-galactose-4-
épimérase). Les deux autres genes, Rta_10870 et Rta_10880, situés au milieu du cluster
2, codent des f3-glycosyltransférases de la famille 2 (GT2). La vérification de
I'expression de ces genes a été faite sur des ARN extraits a partir de cultures des
mutants ARtBphP1 en duplicat et de ARtHmuO en triplicat. Les quantités d’ARN extraits
sont légerement supérieures pour les cultures de ARtBphP1, par rapport aux celles de
ARtHmuO (Fig. 69).
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16S

Figure 69 : Quantification d’ARN extrait avec du TRIzol ou avec le kit RNAprotect par RT-PCR
des ARNr 16S des cultures de ARtHmuO (en triplicat) et de ARtBphP1 (en duplicat). Les deux
types de cultures ont été faites dans un milieu TSB/10 + NaCl 0,4 % (+ kanamycine :
concentration finale 200 pg/mL), a 30 °C et sous agitation (150 rpm). Les extractions d’ARN ont
été effectuées apres 5 jours de culture.

Nous avons observé une expression beaucoup plus forte des quatre geénes
sélectionnés dans le cluster 2 dans les cultures de ARtHmuO enrichies en kystes par
comparaison avec les cultures du mutant ARtBphP1 enrichies en batonnets (Fig. 70).
Nous mettons en évidence que ce cluster 2 est bien impliqué dans la synthese d’EPS chez
Rta. Il est intéressant de noter que certains génes, notamment Rta_10900 et Rta_10870,
soient légerement exprimés également chez les cultures du mutant ARtBphP1. Cela
signifie que ces genes sont probablement transcrits également chez les batonnets de Rta.

Rta_10880

Rta_10870 Rta 10830
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Figure 70: Expression des genes Rta_10900, Rta_10880, Rta_10870 et Rta_10830 chez les
mutants ARtHmuO et ARtBphP1. Les deux types de cultures ont été faits dans un milieu TSB/10
NaCl 0,4 % (+ kanamycine : concentration finale 200 pg/mL), a 30 °C et sous agitation (150
rpm). Les extractions d’ARN ont été effectuées apres 4 jours de culture.

En conclusion de cette partie, nous avons tout d’abord optimisé les méthodes
d’extraction d’ARN, avec du TRIzol Reagent (Ambion) pour les cultures de ARtBphP1 et
avec le kit RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN) pour celles de ARtHmuO. Ensuite,
nous avons mis en évidence que seul le cluster 2, commengant par le géne Rta_10910 et
finissant avec le gene Rta_10830, est impliqué dans la synthese d’EPS chez Rta. L’autre
cluster (cluster 1), commencant par le gene Rta_08680 et finissant avec le géne
Rta_08810, n'est pas impliqué dans la biosynthese de L'EPS et pourrait étre impliqué
dans la synthese de la paroi cellulaire.

3.3.2. Validation de I’expression du cluster ciblé chez Rta

Apres avoir validé I'implication du cluster 2 dans la synthese d’EPS chez Rta a l'aide
de deux mutants, nous avons voulu évaluer son expression chez la souche sauvage de
Rta. Avec cette expérience, nous attendons que les kystes et les batonnets de Rta wt
aient un signal différentiel d’expression du cluster 2. Pour cela, nous avons transformé la
souche sauvage Rta avec des fusions transcriptionnelles de trois promoteurs potentiels
du cluster 2 avec le géne egfp inséré au sein du vecteur pBBR1IMCS-2. Trois régions
contenant probablement le promoteur du cluster 2 ont été choisies en "amont" des
genes Rta_10900, de Rta_10910 et de Rta_10950. L’observation microscopique de la
fluorescence de la souche Rta wt transformée avec la construction contenant la région
en "amont" du gene Rta_10900 a permis de mettre en évidence une forte fluorescence.
Les deux autres souches Rta wt transformées avec les constructions contenant les
régions en "amont” des geénes Rta_10910 et Rta_10950 n’ont pas donné des signaux de
fluorescence. Cela permet de conclure que le promoteur du cluster 2 (ou tout du moins
les premiers génes du cluster 2) se trouve bien dans la région en "amont" de Rta_10900.
Cela permet d'en déduire que le gene Rta_10910 codant pour une petite protéine
hypothétique (en amont du gene Rta_10900) ne possede pas le méme promoteur.

D’apres les résultats de I'expression de génes cibles chez les cultures enrichies en
batonnets du mutant ARtBphP1 et celles enrichies en kystes du mutant ARtHmuO, nous
nous attendions a voir une forte fluorescence des kystes et un signal plus faible
d’expression chez les batonnets de la souche Rta transformée. C'est effectivement ce que
nous avons observé sur les images de microscopie par fluorescence (Fig. 71).
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Figure 71: Image en microscopie optique (A) et son image correspondante en microscopie de
fluorescence (B) sur le bord d'une colonie de la souche Rta wt transformée avec la fusion
transcriptionnelle de la région en « amont » de Rta_10900, contenant le promoteur du cluster
responsable pour la synthese d’EPS, avec le géne egfp inséré au sein du vecteur pBBR1MCS-2. Le
milieu de culture utilisé est TSA/10 supplémenté de kanamycine (concentration finale : 200
pg/mL), avec une incubation a 30 °C et a I'obscurité. Barre d'échelle : 20 pm.

Au bord de la colonie formée par la souche de Rta transformée avec la fusion
transcriptionnelle "promoteur de RT_10900-egfp" en amont des genes responsables de
la synthése d’EPS chez Rta, nous avons observé plusieurs types cellulaires: des
batonnets et des kystes, ainsi que des batonnets et des kystes en division ou en cours de
différenciation (Fig. 72). Le premier point a souligner est qu’'une grande partie des
batonnets, les plus éloignés du centre de la colonie, ne sont pas fluorescents (en haut a
gauche de la Fig. 67). Cela confirme 1'absence de production d'EPS par les batonnets
impliqués dans la dissémination de la colonie. La trés grande majorité des kystes sont
fluorescents, avec une intensité variable, confirmant que le cluster 2 contient bien les
génes impliqués dans la production d'EPS par les kystes de Rta. Certains batonnets
légérement fluorescents peuvent étre interprétés comme étant des batonnets en cours
de différenciation vers une forme "kyste", avec un début de production d'EPS. De méme
certains kystes qui ne présentent pas une fluorescence peuvent étre interprétés comme
étant des kystes en cours de différenciation vers une forme "batonnet".

Figure 72: Image en microscopie optique (A) et son image correspondant en microscopie de
fluorescence (B) sur le bord d'une colonie de Rta wt transformée avec la fusion
transcriptionnelle de la région en « amont » de Rta_10900, contenant le promoteur du cluster 2
responsable pour la synthése d’EPS, et le gene egfp, insérés au sein du vecteur pBBR1MCS-2.
Pour une meilleure distinction les cellules de Rta fluorescentes ou pas sont entouré en quatre
couleurs différents : batonnets (bleu), kystes (orange), cellules en division (vert) et en
différenciation (violet). Le milieu de culture utilisé est le TSA/+ kanamycine (concentration
finale : 200 ug/mL), avec une incubation a 30 °C et a I'obscurité. Barre d'échelle : 20 pm
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4. Conclusions

Dans ce chapitre nous avons mis en évidence que le cluster 2 de genes, commengant
par le gene Rta_10900 et finissant avec le gene Rta_10830, est impliqué dans la synthese
d’EPS par les kystes de Rta. Si nous prenons en compte qu’en aval de ce cluster, il existe
un autre cluster en lecture inverse commencant par le gene Rta_10750 et se terminant
par le géne Rta_10820, qui contient des geénes de transport d’'un EPS, nous pourrons
faire I'hypothése que ce cluster est également impliqué dans la synthese et le transport
d’EPS de Rta.
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Ce cluster (Rta_10750-Rta_10820) contient certains génes comme Rta_10770 codant
une phosphotransférase de glucose undécaprényl-phosphate et Rta_10800 codant pour
une protéine de la superfamille Wzz qui est impliquée dans la détermination de la
longueur de la chalne polysaccharidique. La présence de ces deux genes permet de faire
I'hypothese que la synthese et le transport d’EPS de Rta s’exerce par le mécanisme
"Wzx/Wzy". Ce mécanisme de synthese et de transport d’EPS est réservé aux
hétéropolysaccharides, ce qui est le cas de I'EPS de Rta tel que nous l'avons identifié
dans le Chapitre 2.

Concernant les glycosyltrasférases (GTs) présentes dans le cluster 2 "Rta_10900 -
Rta_10830" impliqué dans la synthése d’EPS et dans le cluster en aval "Rta_10750 -
Rta_10820", nous en avons identifié cing. Généralement chaque GT a un substrat
spécifique et, avec peu d’exceptions, utilise un seul type de nucléotides diphosphate-
oses (Aharoni et al., 2006). Ce résultat est en cohérence avec la mise en évidence de cinq
monosaccharides Glc, Gal, Man, Rib et Rha impliqués dans la structure de I'EPS de Rta
(Chapitre 2). De plus parmi ces cinq GTs, quatre appartient aux 3-glycosyltransférases
et une aux a-glycosyltransférases, ce qui est en accord avec la présence des liaisons de
type a et f3 dans la structure d’EPS de Rta.

Un dernier résultat a également attiré notre attention : 'obtention d’une culture
constituée pratiquement que de kystes avec le mutant ARtHmuO et sa production tres
importante d’EPS. Dans le Chapitre 1 nous avons essayé d’obtenir des cultures enrichies
en kystes avec la souche sauvage de Rta, mais nous n’avons jamais réussi a avoir des
cultures homogenes ne contenant que des kystes. L’utilisation du mutant ARtHmuO
pourrait permettre d'obtenir des quantités plus importantes en EPS et laisse entrevoir
aussi la possibilité de rechercher d'autres mutants de Rta hyper-producteurs d'EPS.
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BILAN ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése s'inscrit dans une longue tradition depuis prés de trente ans de
collaboration entre le LEMIRE et la société ARD qui a permis le développement de
plusieurs produits industriels commercialisés (Soligel, Eladium et Hydréis), a partir des
EPS bactériens isolés au LEMIRE. Au début des années 2000, le LEMIRE, suite a la
découverte de la nouvelle espece bactérienne, Ramlibacter tataouinensis, a poursuivi un
programme de recherche fondamentale sur cette bactérie a travers des études sur
l'altération de phases minérales et sa capacité a tolérer la dessiccation grace a la
production de kystes (capables de se diviser). La publication en 2011 de son génome
entierement assemblé et son annotation experte, a permis l'initiation de plusieurs axes
de recherche : cycle cellulaire impliquant le gene kaiC et surtout 1'étude du controle de
ce cycle par la lumiére impliquant plusieurs bactériophytochromes.

R. tataouinensis TTB310 a été isolée d’'un sol semi-désertique du sud tunisien et
parmi ses nombreuses originalités, nous nous sommes intéressés a sa tolérence
impréssionante a la dessiccation in natura et in vitro. Cette tolérance avait été observée
exclusivement sous forme de kystes. Il a été suggéré que I'EPS produit uniquement par
les Kkystes (facilement observable en microscopie optique et électronique) était
responsable de cette propriété de tolérance de la bactérie a la dessiccation. Compte tenu
de I'originalité de Rta, et en particulier la seule a ce jour décrite comme étant capable de
se diviser sous forme de Kkystes (mais aussi de batonnets), nous avons décidé d'explorer,
avec la société ARD, l'intérét que son EPS pouvait représenter sur le plan industriel.

Cet objectif passait par une étape d'optimisation de la production d'EPS (Chapitre 1)
qui s'est faite avec la société ARD pour la phase pré-industrielle. C'est chez ARD, sur leur
site de Pomacle, que le principal verrou de la croissance de Rta a été levé (nécessité de
controler le pH).

Les deux autres objectifs de ma these étaient de caractériser la composition et la
structure de I'EPS par des approches bio- et physicochimiques (Chapitre 2) et
d'identifier le ou les cluster(s) de genes, impliqués dans sa production, a partir du
génome disponible et a l'aide d'approches de biologie moléculaire (Chapitre 3).

Le dernier objectif qui avait été affiché lors du dépot du projet a I'ANRT était de
déterminer les propréiés rhéologiques de I'EPS. Aprés avoir fait plusieurs tentatives de
solubilisation de I'EPS, nous avons été obligés de renoncer a ce quatriéme objectif de la
these. Les informations obtenues sur la composition de I'EPS, et en particulier la
présence d'au moins deux acétates dans l'unité répétée, pourront orienter les choix de
modifications chimiques de la molécule pour la rendre plus soluble, par exemple en la
déacétylant comme cela a été fait pour I'EPS de Rhizobium alamii YAS34 (Villain-
Simonnet et al., 2000a et 2000b)

Concernant la premiere partie, en démarrant ce travail nous disposions de peu
d'informations sur la croissance de Rta dans un milieu synthétique (TSB/10). Les études
précédentes avaient montré que sa croissance était inhibée dans des milieux riches en C
comme le milieu LB ou TSB et impossible avec des sucres tels que le glucose. L'objectif
de cette premiére partie étant d'obtenir une production optimisée d'EPS, nous avons
cherché a optimiser la croissance de Rta sous forme de kystes, puisque seuls ces
derniers produisent I'EPS. L'originalité de cette démarche d'optimisation de la
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production d'EPS est qu’avec Rta nous avons choisi d'optimiser la production d'EPS en
une seule phase (kystes en division). Cette méthode est différente de celle utilisée
traditionnellement avec des bactéries productrices d'EPS a 1'échelle industrielle,
consistant a produire de la biomasse cellulaire dans un premier temps puis a induire la
production d'EPS en augmentant le C/N du milieu dans un deuxieme temps. En effet,
l'alternative a la production d'EPS en une sule phase aurait été de produire, dans un
premier temps, une biomasse de batonnets, puis a induire leur différenciation en kystes
producteurs d'EPS. Or cette différentiation s'effectue par une transition
"obscurité/lumiere" difficile a maitriser dans un milieu liquide et a mettre en ceuvre a
I'échelle industrielle.

Suite a 'optimisation de la production d'EPS de Rta en une seule étape, nous avons
mis en évidence que le lactate (10 mM) est une source de C et d'énergie qui permet
d'augmenter la biomasse de Rta. De plus le controle du pH avec de l'acide lactique
permet de lever un verrou important de la croissance de Rta dont les cultures atteignent
une D.O. de 0,7, soit environ 10° cfu/mL en 3-5 jours, a comparer avec une D.0. < 0,1 en
I'absence de controle du pH et dans un milieu non optimisé de départ (TSB/10). Cette
optimisation de la croissance a été faite en vérifiant que la culture obtenue était bien
enrichie en kystes (capables de se diviser). Il faut souligner par ailleurs que le lactate est
une source de C compatible avec un développement industriel de la production de I'EPS
de Rta, dans la mesure ou le lactate, en comparaison par exemple avec le -
hydrohybutyrate, est une molécule qui est produite a bas cofit et a 1'échelle industrielle.
L’obtention d’une culture de Rta enrichie en biomasse de kystes nous a permis de
procéder vers les prochaines étapes de cette thése, notamment I’extraction de son EPS
pour afin le caractériser biochimiquement. En effet I'EPS de Rta posséde la particularité
d’étre fermement attaché a la surface cellulaire qui rend son extraction plus complexe
par rapport aux EPS communs. Néanmoins, nous avons trouvé un moyen efficace
d’extraction impliquant 'utilisation de I'acide trichloroacétique et un protocole fiable
qui permet I'obtention d’'un échantillon purifié. Par la suite nous avons pu détecter par
des analyses élémentaires, des mesures FTIR et des analyses HPLC de la composition
lipidique que I'EPS de Rta est constitué essentiellement de motifs saccharidiques.

Nous avons proposé, a l'aide des analyses de FTIR, CPG, FTICR-MS et RMN, une
structure originale de I'EPS de Rta, contenant des composants rarement présents chez la
majorité des EPS bactériens :

B-Ribp
Lys 1 OAc Succ OMe
4 v v v

2 *
+4}|—|3—D—G?cpA—{ 1-2-5)-B-Ribp-{1-=2)-B-Ribp-{1-w6)-a-Glcp-( l—>6}|—{G?cp}|—{ l—>4*}|—Mgn—{ 1-»4)-0-G %Ip—{ 1-=4*)-Rha-(1-2»4*)-Rha*(1-=
4

OAc

Tout d’abord I'EPS de Rta se distingue par le fait qu’il contient du Rib dans son unité
répété et tres peu d’EPS bactériens ont été décrits comme contenant ce monosaccharide
dans leur structure. De plus nous avons mis en évidence par un dosage colorimétrique,
un gel électrophorese, des analyses de FTICR-MS et RMN que le Rib n’appartient pas a
une chaine ribonucléique et qu’il est lié aux autres monosaccharides de la chaine
polysaccharidique. Nous avons également mis en évidence la présence d'un autre
saccharide relativement rare, le rhamnose. Une autre particularité est la décoration de
I'unité répétée de cet EPS par un acide aminé, la lysine. Ceci est un cas spécial et
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certainement avec peu d’équivalents décrits jusqu’a présent. Toutefois ce phénomene de
décoration est possible chez les bactéries comme montré dans I'étude de I'EPS de Vibrio
alginolyticus (CNCM [-4994), contenant de l'alanine et de la sérine (Drouillard et al
2015).

La découverte de cinq monosaccharides dans la structure d’EPS de Rta est en
cohérence avec le nombre de glycosyltransférases dans les deux clusters de génes
proposés comme responsables pour la synthése d’EPS. En effet le cluster de génes
«Rta_10900 - Rta_10830 » a été identifié suite a nos travaux comme impliqué dans la
synthese d’EPS. Sa fonction est tres probablement couplée avec celle du cluster
« Rta_10750-Rta_10820 » et reste a étre vérifié par des futurs travaux de recherche.
Généralement chaque GT a un substrat spécifique et, avec peu d’exceptions, utilise un
seul type de nucléotide diphosphate-saccharide (Aharoni et al., 2006). Donc chacune de
ces cinq GTs peut ajouter un monosaccharide différent (Gal, Glc, Man, Rib ou Rha) a la
chaine polysaccharidique pendant sa synthese. De plus parmi ces cinq GTs, quatre
appartiennent aux f3-glycosyltransférases et une aux a-glycosyltransférases, ce qui est
en accord avec la présence des liaisons de type « et 3 dans la structure d’EPS de Rta.
Néanmoins, selon cette suggestion, il reste a vérifier si dans la structure de l'unité
répétée d’EPS nous avons bien l'a-glucopyranose et I'a-galactopyranose qui donneront
sur deux a-glycosyltransférases et pas qu'une seule. Nous supposons également que des
genes non compris dans les deux clusters décrits participent dans la synthése de I'EPS.

A part 'information sur la nature des glycosyltransférases, les deux clusters de génes
« Rta_10750-Rta_10820 » et « Rta_10900-Rta_10830 » nous apporté des connaissances
sur le type de synthese et de transport de I'EPS de Rta. Nous supposons que le cluster
« Rta_10750-Rta_10820 » est impliqué dans le transport d’EPS car il contient les genes
Rta_10770, codant une phosphotransférase de glucose undécaprényl-phosphate et
Rta_10800, codant pour une protéine de la superfamille Wzz. Ce qui nous amene a faire
I'hypotheése que la synthese et le transport d’EPS de Rta s’exerce par le mécanisme
"Wzx/Wzy". Ce mécanisme est réservé aux hétéropolysaccharides comme celui de Rta
tel que nous l'avons identifié.

Un dernier résultat est également tres intéressant pour des futures perspectives :
I'obtention d’une culture constituée pratiquement que de kystes avec le mutant
ARtHmuO et sa production tres importante d’EPS laisse entrevoir la possibilité de
rechercher d'autres mutants de Rta hyper-producteurs d'EPS.

Tous ces résultats représentent une premiere étude sur : (i) 'optimisation de milieu
de culture de Rta pour un développement préférentiel de kystes et la production
simultanément d’EPS, (ii) la structure de I'EPS de Rta et (iii) la découverte des
déterminants génétiques responsables pour la production d’EPS. Ces premiers résultats
peuvent faciliter des futures études sur la recherche d’'un milieu défini de croissance qui
sera congu de facon a contenir que les composants strictement nécessaires pour le
développement de Rta. Cela permettrait d'optimiser le colit du milieu en fonction des
besoins de la bactérie, sans impacter son taux de croissance. Un tel milieu serait utile
dans les études de l'effet de certains composants sur la croissance, la différenciation
bactérienne ou bien la production de I'EPS.

Les résultats sur la structure de 'EPS de Rta sont quasi complets mais restent a
éclaircir certains détails sur I'enchainement des monosaccharides dans l'unité répété
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par des études RMN supplémentaires et plus particulierement des spectres 1D-13C et
des séquences NOESY et HMB. Dans les futures études de ces séquences et spectres, il
serait tres facilitant de se baser sur les interprétations des spectres obtenus dans notre
travail.

Ce travail de these donne des pistes également pour des études sur la validation de
I'implication du cluster « Rta_10750-Rta_10820 » dans la synthése d’EPS et la recherche
des mutants hyper-producteurs d’EPS.

Enfin nous proposons comme sujet de future recherche la solubilisation d’EPS de Rta
pour valoriser sa nature et structure exceptionnelle pour de nouvelles applications
industrielles.
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