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TITRE     
Étude du rôle des microorganismes dans les modifications biochimiques intervenant lors de la maturation des coagulums 

de latex d’Hevea brasiliensis : impact sur les propriétés du caoutchouc naturel sec.  

RÉSUMÉ 
L’objectif général de cette thèse était d’étudier les mécanismes microbiens intervenant dans l’évolution de la structure et 

des propriétés du caoutchouc naturel produit à partir du latex d’Hevea brasiliensis lors de la maturation du latex et des 

coagulums de tasse. Pour cela, trois niveaux d’analyses ont été réalisés sur des expériences de maturation en conditions 

contrôlées : analyse de la structure et des propriétés du caoutchouc sec, analyse des communautés microbiennes et 

analyses biochimiques. Après une phase de mises au point méthodologiques permettant notamment d’optimiser les 

conditions de maturation en chambre contrôlée et de définir une méthode d’extraction d’ADN adaptée au latex et au 

sérum de coagulum, des échantillons de caoutchouc sec et de sérum ont été produits à différents temps de maturation et 

selon différents traitements faisant varier trois paramètres : la présence de microorganismes, la présence d’oxygène, et le 

mode de coagulation du latex. Les analyses sur caoutchouc sec se sont portées sur la macrostructure (P0, P30 et PRI) et sur la 

mésostructure (Mw, Mn et gel total). L’analyse des communautés microbiennes s’est appuyée sur plusieurs méthodologies 

complémentaires : comptages sur boîtes, dosage de l’ADN total, clonage/séquençage et pyroséquençage 454. L’objectif 

était d’évaluer la diversité des communautés microbiennes sur plantation et dans le latex ainsi que de suivre la dynamique 

de leur évolution au cours de la maturation en milieu contrôlé. Diverses analyses biochimiques ont réalisées sur latex, 

sérum et caoutchouc sec (taux d'azote, protéines, lipides, sucres, québrachitol, acides organiques). Les résultats obtenus 

ont ensuite été analysés en vue d’établir des corrélations et de proposer des mécanismes reliant l’évolution des propriétés 

du caoutchouc sec à celle de la biochimie du latex et des coagulums et de leur évolution sous l’action des microorganismes 

et des enzymes, et de proposer quelques pistes en vue de l’amélioration des itinéraires techniques dans la filière. 

MOTS CLÉS  
caoutchouc naturel, Hevea brasiliensis, latex, propriétés, PRI, gel, SEC-MALS, biochimie, enzymes, lipides, protéines, acides 

gras volatils, microorganismes, pyroséquençage 454, dynamique 

 

 
TITLE  

Study of the role of microorganisms in the biochemical modifications of Hevea brasiliensis latex coagula during maturation: 

impact on dry rubber properties. 

SUMMARY  
The overall objective of this thesis was to study the microbial mechanisms involved in the evolution of the structure and the 

properties of the natural rubber from Hevea brasiliensis during the maturation of latex and cup-coagula. For this, three 

levels of analyses were performed on maturation experiments under controlled conditions: dry rubber structure and 

properties, biochemistry and microbial flora. After a methodology development phase aiming at (i) optimizing maturation 

conditions in a controlled chamber and (ii) defining suitable DNA extraction methods, samples of serum and dry rubber 

coagulum were produced at different times and under different maturation treatments varying three parameters: the 

presence of microorganisms, the presence of oxygen, and the latex coagulation method. Dry rubber analyses concerned 

macrostructure (P0, P30 and PRI) and mesostructure (Mw, Mn and total gel). The microbial flora was analyzed using several 

complementary methods: plate-counts, total DNA determination, cloning / sequencing and 454 pyrosequencing. The 

objective was to assess microbial diversity on field and in latex, and to follow the dynamics of their evolution during 

maturation in a controlled environment. Various biochemical investigations were performed on latex, serum and dry rubber 

(nitrogen content, proteins, lipids, sugars, quebrachitol, organic acids). The results were then analyzed for correlations to 

propose mechanisms linking changes in dry rubber properties, latex and coagula biochemistry, and their evolution under 

the action of microorganisms and enzymes. Some ideas for improving technical routes in the process are also proposed. 

KEY WORDS  

natural rubber, Hevea brasiliensis, latex, properties, PRI, gel, SEC-MALS, biochemistry, enzymes, lipids, proteins, volatile 

fatty acids, microorganisms, 454 pyrosequencing, dynamics   
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

Le caoutchouc naturel, produit à partir du latex de l’arbre Hevea brasiliensis, est un polymère de 

première importance non seulement pour l’industrie automobile (pneus et absorbeurs de choc) mais 

également dans divers domaines tels que celui de la construction (joints) ou de la santé (préservatifs, 

gants en latex…). Le caoutchouc naturel est également utilisé pour la confection des bottes en 

caoutchouc, des tétines de biberon, des élastiques et des rubans adhésifs. En 2012, la quantité de 

caoutchouc naturel consommée dans le monde a été de 10924 tonnes, soit 42,2% des élastomères 

consommés (statistique IRSG). En 2010, 72 % de la consommation de caoutchouc naturel a été 

dédiée à l’industrie des pneumatiques (Vaysse, Bonfils et al. 2012). Le caoutchouc naturel est un 

matériau indispensable qui se différencie de son homologue synthétique par ses propriétés 

spécifiques, comme une meilleure capacité de cristallisation sous tension (lui procurant une forte 

élasticité et une meilleure rigidité) une faible propagation des entailles, des capacités antivibratoires 

et un fort collant à cru. Ce polymère présente également une bonne résistance aux échauffements 

internes (Vaysse, Bonfils et al. 2012). Le caoutchouc naturel est constitué essentiellement de 

polyisoprène mais également de composés non-isoprènes (protéines, lipides, sucres, minéraux) qui 

lui confèrent très probablement ses propriétés spécifiques par rapport aux caoutchoucs 

synthétiques.  

Le latex frais sortant de l’hévéa coule le long d’une entaille et s’accumule dans une tasse de récolte. 

Sans ajout d’additif, le latex coagule naturellement lors des premières heures sur plantation (12 à 

36h) pour former du caoutchouc frais appelé coagulum, dit « de tasse ». La coagulation peut aussi 

être provoquée artificiellement par ajout d’acide, ou empêchée par l’ajout d’ammoniaque. Les 

coagulums sont ensuite homogénéisés, lavés et séchés en usine avant commercialisation. Sur le 

marché international, le caoutchouc naturel sec existe en plusieurs grades de qualité. Il peut être 

vendu sous forme de balles (Technically Specified Rubber, TSR) mais également sous forme de crêpes 

ou de feuilles. Une qualité spécifiée et stable est primordiale pour l’industriel utilisateur et oriente le 

domaine d’application. La qualité la plus exportée est le TSR20. Le caoutchouc TSR20 est produit par 

coagulation naturelle du latex, les coagulums obtenus pouvant rester plusieurs semaines sur champ 

et dans l’usine avant d’être transformés. Cette méthode de production induit une variabilité 

importante dans la qualité du caoutchouc sec final notamment à cause du temps passé sur le champ 

et à l’usine. Le temps entre récolte du latex et usinage des coagulums est appelé temps de 

maturation. Lors de cette maturation, les propriétés du caoutchouc naturel évoluent car le 

caoutchouc n’est pas stabilisé et est associé à de l’eau dans les coagulums. Il est donc 

particulièrement soumis à des dégradations physico-chimiques et biochimiques. Cette évolution des 

propriétés est directement liée à la présence de microorganismes (Intapun, Sainte-Beuve et al. 

2010).  

Depuis très longtemps, le latex et les coagulums sont connus comme sujets une forte activité 

microbienne. Celle-ci a fait l’objet de travaux de recherche dès les années 1930. Très vite, un lien 

entre présence de microorganismes et qualité du caoutchouc naturel a été établi (Spence et John 

1939). Les récents travaux d’Intapun (2009; 2010) ont permis de montrer l’impact des conditions de 

stockage des coagulums (présence d’oxygène notamment) et de la quantité de microorganismes 

initialement présents dans le latex sur l’évolution des propriétés lors de la maturation.  
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Les composés non isoprènes du caoutchouc (e.g protéines, lipides) sont connus pour jouer un rôle 

important, bien que mal compris, sur ses propriétés. Il est supposé que la métabolisation de ces 

composés par les microorganismes pourrait ainsi modifier les propriétés finales du caoutchouc. Des 

différences d’évolution des propriétés du caoutchouc lors d’incubations de coagulums dans 

différentes conditions, avec ou sans ajout d’inhibiteurs de la croissance des microorganismes et 

différents niveaux d’inoculation du latex, ont ainsi été observées dans les travaux d’Intapun (2009). 

Les mécanismes amenant à ces différences n’ont cependant pas été élucidés. Ces travaux 

préliminaires n’intégraient notamment pas l’évolution de la composition biochimique des coagulums 

et du caoutchouc ni la dynamique des communautés microbiennes. 

Toutefois peu d’études ont été menées sur le lien entre l’évolution des microorganismes dans les 

coagulums, l’évolution biochimique et structurale du caoutchouc et les propriétés de ce dernier. 

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail a été d’approfondir les connaissances concernant 

l’évolution des communautés microbiennes, de la composition biochimique du caoutchouc naturel et 

du sérum de coagulum ainsi que des propriétés et de la structure du caoutchouc sec au cours de la 

maturation. Le deuxième objectif a été de mettre en parallèle ces trois volets afin d’identifier des 

corrélations statistiques entre les résultats obtenus et de proposer de possibles mécanismes 

microbiens à l’origine de l’évolution des propriétés du caoutchouc au cours de la maturation.  

Pour cela une étude bibliographique a tout d’abord été réalisée afin de faire le point sur les 

connaissances actuelles concernant la maturation, les propriétés du caoutchouc sec, les 

communautés microbiennes du latex et du caoutchouc ainsi que sur la composition biochimique du 

caoutchouc et du sérum. Cette étude bibliographique est présentée en première partie de ce 

mémoire. Ensuite sont décrits les différents matériels et méthodes utilisés pour produire les résultats 

de cette étude.  

Les résultats expérimentaux sont ensuite présentés en cinq chapitres. Tout d’abord, un premier 

chapitre décrit les mises au point méthodologiques réalisées et les stratégies choisies pour la 

production des échantillons à analyser. Les trois chapitres suivants correspondent aux résultats des 

trois volets d’analyses mentionnés ci-dessus, avec pour chacun une partie introductive rappelant les 

stratégies de recherche choisies. Le chapitre 2 est principalement consacré aux résultats concernant 

l’évolution des propriétés du caoutchouc sec (P0, P30 et PRI) et de sa structure (masse moléculaire en 

poids et en nombre - MW et Mn - et taux de gel total). Ce chapitre décrit également l’évolution du pH 

dans le sérum en tant que paramètre physico-chimique. Le chapitre 3 présente les résultats obtenus 

concernant les évolutions quantitatives et qualitatives des communautés microbiennes (bactéries et 

champignons), déterminées par comptage sur boîte de Pétri, par dosage de l’ADN, par clonage et 

séquençage ainsi que par séquençage haut débit (pyroséquençage 454). Le chapitre 4 est consacré 

aux analyses biochimiques de composition du latex, du sérum de coagulum et du caoutchouc sec 

(protéines, lipides, acides organiques, sucres, québrachitol, enzymes). Le dernier chapitre présente 

les analyses de corrélations réalisées entre les résultats de ces trois volets d’analyses et propose des 

pistes de mécanismes microbiens modifiant les propriétés finales du caoutchouc. 

Ce mémoire se clôture par une conclusion générale proposant une discussion et des perspectives 

pour la suite de ces travaux. 
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I. Généralités  

 Le caoutchouc naturel : origine, production et consommation A.

Le caoutchouc est un élastomère pouvant être produit soit à partir de plantes laticifères (caoutchouc 

naturel) ou bien à partir du pétrole ou de gaz naturels (caoutchouc synthétique) (Priyadarshan 2011).  

Il existe environ 12500 espèces de plantes laticifères dont 7000 produisent du polyisoprène (e.g 

Parthenium argentatum ou guayule, Taraxacum koksaghyz, Ficus elastica produisant du 

poly(cis)isoprène). Seul le latex d’Hevea brasiliensis est produit à un niveau industriel important car 

cette espèce possède un bon rendement en latex et le caoutchouc montre de bonnes propriétés 

physiques (Koyama et Steinbüchel 2001).  

Cette espèce provient à l’origine du Brésil. La première citation d’Hevea brasiliensis a été faite par 

Christophe Colomb lors de la découverte de l’Amérique. La première description botanique d’H. 

brasiliensis a été faite en 1747 par Fresneau. Il s’agit d’un grand arbre pouvant atteindre 50 m de 

hauteur et vivre jusqu’à 100 ans. Les hévéas de plantations sont des arbres greffés d’un même clone. 

Un clone correspond à un génotype spécifique. Le clone le plus planté dans le monde, notamment en 

Thaïlande où il représente plus de 70 % des surfaces, est RRIM600. Les arbres greffés vivent moins 

longtemps et sont moins hauts que les arbres sauvages. Une plantation d’H. brasiliensis peut être 

exploitée pendant 35 ans si la saignée est bien maîtrisée (Compagnon 1986). Cette espèce est 

maintenant cultivée en Asie du Sud-Est (92%), en Afrique (6%) et en Amérique Latine (2%). La 

Thaïlande est le premier pays producteur avec 3.09 millions de tonnes en 2008 (Priyadarshan 2011).  

La découverte de la vulcanisation en 1839 a ouvert la porte à de nouvelles applications et au 

développement industriel du caoutchouc naturel. Actuellement, environ 11 millions de tonnes de 

caoutchouc naturel sont consommées par an dans le monde avec comme plus grand consommateur 

la Chine. Le caoutchouc naturel représente 42,2 % des élastomères consommés (statistique IRSG 

2012). En 2010, 62% du caoutchouc consommé est dédié à l’industrie du pneu (Vaysse, Bonfils et al. 

2012). Le caoutchouc naturel produit à partir d’H. brasiliensis est en effet un matériau indispensable 

pour l’industrie des pneus (voitures, avions, vélos) à cause de son élasticité, de sa résilience et de sa 

robustesse. Le caoutchouc naturel se différencie de son homologue synthétique par sa capacité de 

cristallisation sous contraintes et de résistance à l’échauffement (Vaysse, Bonfils et al. 2012). Ces 

mêmes propriétés en font un matériau utile dans la production d’environ 50000 autres produits dont 

les tuyaux et courroies de machines, les isolations électriques, les semelles de chaussures, les 

cathéters et les préservatifs (Priyadarshan 2011).  
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 Récolte du latex  B.

Le latex d’H. brasiliensis est récolté par entaille de l’écorce intérieure de l’arbre avec un couteau de 

saignée ce qui sectionne les tissus lactifères sous-jacents et permettent au latex de s’extraire de 

l’arbre (Figure 1A). Le latex s’écoule ensuite le long d’une gouttière placée en bas de l’encoche puis 

coule dans une tasse de récolte (Figure 1B). Le latex s’écoule ainsi pendant 2 à 3 h. Un arbre peut 

donner jusqu’à 200 ml de latex par jour dans les meilleures conditions (Rose et Steinbuchel 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le latex est une suspension colloïdale de particules de caoutchouc chargées négativement dans une 

phase aqueuse. Une fois le latex récolté celui-ci va coaguler par déstabilisation de la suspension. Le 

latex peut coaguler de manière naturelle en plusieurs heures (de 8 à 48 h) pour former du 

caoutchouc frais appelé coagulum ou bien provoquée par ajout d’acide.  

 Usinage du caoutchouc naturel C.

Pour la fabrication de caoutchouc de type TSR10 ou 20, le caoutchouc produit par coagulation 

naturelle est crêpé et granulé afin de le nettoyer et de l’homogénéiser, puis séché et conditionné 

sous forme de balles de caoutchouc (Figure 2A). Ce procédé permet de donner du caoutchouc 

spécifié techniquement par la norme ISO2000 (Technically Specified Rubber –TSR) de type TSR10, 20 

ou 50 mais également du caoutchouc à viscosité constante (10CV ou 20CV). Le caoutchouc produit 

par coagulation acide permet de donner du caoutchouc sous forme de feuilles (Ribbed Smoked 

Sheet-RSS, Air Dried Sheet- ADS et UnSmoked Sheet – USS) (Figure 2B) et les caoutchoucs 

techniquement spécifiés de type TSR L, TSR 5 et TSR5 CV. Les caoutchoucs sont spécifiés 

techniquement en fonction de leur taux d’impuretés. Le latex peut ne pas être coagulé et être utilisé 

sous sa forme liquide en tant que latex concentré et stabilisé à l’ammoniac.  

 

 

Figure 1: Saignée de l'hévéa (A) et latex qui s'écoule dans la tasse de récolte(B) 

B A 
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Le caoutchouc coagulé à l’acide possède une meilleure qualité de par la prise en charge du latex dès 

la saignée, un faible taux d’impureté et un bon aspect. Pour répondre à la concurrence et baisser les 

coûts de production ainsi que pour faciliter la logistique, l’élaboration de caoutchouc sous forme de 

granulés obtenu par coagulation naturelle a été créée. Celui-ci peut être séché plus rapidement et 

est plus facile à manipuler mais présentera des propriétés moindres (Compagnon 1986). En effet une 

fois le latex récolté, celui-ci est laissé dans des tasses où il va coaguler naturellement pour former des 

coagulums (Figure 2C). Après quelques jours passés dans la tasse, les coagulums sont ramassés et 

laissés sur un tas en attendant leurs traitements en usine. Les coagulums sont ainsi conservés de 2 et 

4 semaines. Cette période entre récolte du latex et usinage des coagulums est appelée étape de 

maturation (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2009). La maturation se poursuit dans le coagulum au 

détriment de la qualité du caoutchouc qui sera produit et l’usinage doit intervenir le plus rapidement 

possible, moins d’une semaine après le ramassage étant le délai idéal. Le caoutchouc après réception 

doit être stocké à l’abri du soleil et des intempéries (Compagnon 1986). 

Les caoutchoucs de grade TSR les plus produits dans le monde sont les TSR10 et 20 obtenus par 

coagulation naturelle et sont donc soumis à cette étape de maturation qui engendre une variabilité 

importante des propriétés finales du caoutchouc sec (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2009). 

 

B A C 

Figure 2: Caoutchouc naturel sous forme de balles (A), de feuilles (B) ou de coagulums frais (C) 
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II. Caractérisation du latex et du caoutchouc naturel 

 Caractérisation du latex A.

 Les différentes fractions du latex 1.

Le latex d’H. brasiliensis correspond au contenu cytoplasmique des cellules laticifères de l’arbre. 

Celui-ci contient donc de nombreux éléments subcellulaires dont les particules de caoutchouc mais 

également des lutoïdes, des plastides, des particules de Frey-Wyssling et des ribosomes. Toutefois ni 

les noyaux ni les mitochondries ne sont présents dans le latex certainement car leurs positions 

pariétales au sein du cytoplasme plus dense empêchent leur expulsion lors de la saignée. Des 

microorganismes sont également présents dans le latex dont la taille est du même ordre de grandeur 

que les particules du latex (Figure 3). 

Les différents composants présents dans le latex peuvent être observés par ultracentrifugation dont 

la première fut réalisée par Huret en 1948. En réalisant une centrifugation à 15000 x g pendant une 

heure, onze couches distinctes dont quatre couches principales peuvent être différenciées : (1) une 

fraction légère constituée essentiellement de polyisoprène et correspondant à 30 à 45 % du volume 

total du latex, (2) une fraction aqueuse et limpide appelée sérum cytoplasmique, cytosol ou sérum C 

et correspondant de 40 à 50% du latex, (3) une fraction jaune constituée des particules de Frey-

Wyssling et représentant de 1 à 5% du volume total et (4) une fraction lourde contenant divers 

organites dont les lutoïdes représentent la plus grande partie et représentant de 10 à 20% du volume 

total. Ces différentes fractions sont représentées dans la Figure 3 (Compagnon 1986; Priyadarshan 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Levures 

(B) 

(3) Particules de 

Frey-Wyssling  

(1 à 5% v/v) 

(2)   Sérum C (30 à 45% v/v) 

(4)   Fraction lourde/lutoïdes 
(10 à 20 % v/v) 

(1) Fraction légère 

Particules 

caoutchouc  

(30 à 45% v/v) 

Figure 3: Photo des différentes fractions du latex après ultracentrifugation (A) (Moir 1959) et 
représentation du latex sous forme de suspension colloïdale (B)  

(A) 

Bactéries 



BIBLIOGRAPHIE 

9 

La quantité de particules de caoutchouc sec dans le latex varie de 30 à 45 % en volume et représente 

90% de la matière sèche du latex. Ces particules sont constitués de 93 à 95 % par du polyisoprène 

(Jacob, Dauzac et al. 1993). D’après Compagnon, ces particules sont également composées de 1% de 

protéines, 3% de lipides dont 1,3% de triglycérides, 0,5% de phospholipidiques, d’acides gras et de 

cires et 0,4% de stérols et 10% d’eau (Compagnon 1986). Ces particules de caoutchouc sont 

entourées d’une fine enveloppe phospholipoprotéïque (Figure 4) et mesurent de 0,1 à 3 µm de 

diamètre (Tanaka et Tarachiwin 2009). Leurs surfaces présentent une charge électronégative qui 

tend à les repousser l’une l’autre et à assurer de ce fait la stabilité colloïdal du latex.  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

La fraction lourde est composée de lutoïdes. Les lutoïdes sont des vésicules de 2 à 5 µm contenant le 

B-sérum ayant une composition chimique et enzymatique particulière (Compagnon 1986; D'Auzac, 

Prevot et al. 1995). Elles forment de 10 à 20 % en volume du latex. On y trouve des substances 

dissoutes comme des acides minéraux, des sucres et des protéines (notamment l’hévéïne et diverses 

enzymes, en particulier des hydrolases). Le pH à l’intérieur de ces vésicules est d’environ 5.5. Ces 

organites, en libérant leur contenu, seraient capables de neutraliser les charges négatives présentes 

autour des particules de caoutchouc. Ces lutoïdes peuvent être comparés à des lysosomes et 

joueraient un rôle dans l’arrêt de l’écoulement du latex et dans l’homéostasie du système laticifère 

(Jacob, Dauzac et al. 1993).  

Les particules de Frey-Wyssling sont des organites de 5 à 6 µm et constituent de 2 à 3 % du volume 

du latex. La phase contenant les particules de Frey-Wyssling est de couleur jaune. Ceci est dû à la 

présence de caroténoïdes. Ces particules contiennent également des globules de lipides, des 

composés isoprènes, des plastochromatols et des plastoquinones (Jacob, Dauzac et al. 1993). Leur 

fonction n’a pas été encore bien identifiée mais ces particules joueraient également un rôle dans 

l’arrêt de l’écoulement du latex (Compagnon 1986). 

 

 

 

Figure 4: Modèle présumé des particules de caoutchouc dans le latex observé par microscopie à force 
atomique (Tanaka et Tarachiwin 2009) 
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 Composition du latex 2.

Le latex contient entre 25 et 50 % de matière sèche, le reste étant de l’eau. Cette matière sèche est 

constituée de 90% de polyisoprène mais également de 10% (m/m) de composés non-isoprènes. Ces 

derniers comprennent des protéines (de 1 à 2% m/v latex), des glucides et cyclitols (de 1 à 2%), des 

lipides (de 1 à 2%) et des composés inorganiques (0,5%). Ces composés non-isoprènes représentent 

la différence majeure en termes de composition avec le caoutchouc synthétique et joueraient ainsi 

un rôle important dans les propriétés propres au caoutchouc naturel. Ils peuvent se retrouver en 

suspension dans les fractions aqueuses ou bien adsorbés sur la surface des particules (Subramaniam 

1995; Priyadarshan 2011; Vaysse, Bonfils et al. 2012). La composition générale du latex est présentée 

par la Figure 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La composition du latex peut varier en fonction de différents facteurs: édapho-climatiques (climat, 

composition du sol, saison), agronomiques (clones, âge de l’arbre, système d’exploitation) et 

fréquence des saignées (Sainte-Beuve, Vaysse et al. 2005). La composition en acides aminés libres 

par exemple varie en fonction du mois et en fonction des clones. Cette évolution est liée à la reprise 

de la saignée début avril et à la défoliation en janvier-février (Brzozowska, Hanower et al. 1974). Le 

taux de saccharose dans le latex varie au cours de l’année avec un maximum atteint très prononcé au 

début de période de refoliation. Le taux d’ensoleillement influence également fortement le taux de 

saccharose dans le latex (Lévêque 1975). 

 

 

 

Figure 5 : Composition générale du latex en % (m/v) (Vaysse, Bonfils et al. 2012) 
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a. Protéines, enzymes et acides aminés 

Le latex frais contient environ 1,5% (m/v) de protéines dont 25 à 35% sont liées aux particules de 

caoutchouc, 25% sont associées à la fraction lourde (lutoïdes) et 45 à 50% sont dans le sérum C.  

Deux protéines majeures, ont été identifiées à la surface des particules: la REF (Rubber Elongation 

Factor) de 14,6 kDa et la SRPP (Small Rubber Particle Protein) de 22 kDa. Ces protéines à la surface 

des particules seraient responsables de leurs stabilités colloïdales (Vaysse, Bonfils et al. 2012).  

Dans la fraction lourde (lutoïdes), les deux protéines majeures sont l’hévéine de 5 à 8 kDa (>50%) qui 

est une protéine chargée négativement, et l’hévamine de 29,5 kDa (Vaysse, Bonfils et al. 2012). Ces 

protéines auraient des propriétés antifongiques et antibactériennes grâce à leurs propriétés chitinase 

et lysozyme (Kanokwiroon, Teanpaisan et al. 2008). D’autres protéines de la fraction lutoïde ont été 

identifiées. Par exemple, une protéine du genre des thaumatines ou osmotines (protéines 

antifongiques des plantes) de 25 kDa a été décrite (Subroto, De Vries et al. 2001). Elle semble jouer 

un rôle antifongique important (elle n’est pas retrouvée dans les clones d’hévéa sensibles aux 

champignons). Par ailleurs, la CPB (Citrate Binding Protein) joue un rôle important dans 

l’accumulation des citrates dans les lutoïdes (Subroto, De Vries et al. 2001). Dans cette fraction 

lourde, la masse moléculaire de ces protéines varie de 5 à 45 kDa.  

Dans le sérum C, les protéines sont nombreuses et leurs masses moléculaires varient de 14 à 133 kDa 

(Vaysse, Bonfils et al. 2012). Un total de 24 bandes de protéines a été rapporté dans le sérum C par 

gel d’électrophorèse de polyacrylamide (Priyadarshan 2011). Un petit nombre de ces protéines est à 

l’origine des problèmes d’allergies chez l’homme et sont de ce fait les plus étudiées. Une des 

premières protéines à avoir été isolée du latex est l’α-globuline. Cette protéine est une protéine 

majeure du latex et se trouve dans le sérum C (Priyadarshan 2011). 

Les nombreuses protéines du latex qui possèdent des activités enzymatiques sont retrouvées 

essentiellement dans le sérum C et les lutoïdes. Des oxydoréductases, des transférases, des 

hydrolases, des lyases, des isomérases et des ligases sont retrouvées. Parmi toutes ces enzymes du 

latex, les hydrolases sont intéressantes car elles peuvent être responsables de la dégradation des 

composés non-isoprènes. Le Tableau 1 dresse une liste des hydrolases retrouvées dans le latex 

(D'Auzac, Jacob et al. 1989). 

Des acides aminés sont également présents en grande quantité dans le latex et sont à 80% localisés 

dans le sérum C. Les principaux acides aminés sont l’acide aspartique, l’acide glutamique et l’alanine 

(Brzozowska, Hanower et al. 1974). D’autres acides aminés sont retrouvés en moindre proportion 

comme la phénylalanine, l’histidine, la leucine, l’isoleucine, le tryptophane et la glycine (Carlier 1956; 

John 1966) mais également la tyrosine, la lysine et la cystéine (Soei Ng 1961). 
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Tableau 1 : Liste des enzymes de type hydrolases retrouvées dans le latex  

 

b. Lipides  

Le latex contient de 1 à 2% (m/v) de lipides avec des lipides polaires et des lipides neutres. Les lipides 

polaires correspondent aux glycolipides et phospholipides. Les lipides neutres sont répartis en acides 

gras (libres ou estérifiés) et en lipides insaponifiables avec essentiellement des stérols libres, suivi des 

esters de stérols, des alcools gras et des tocotriénols (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013).  

Ces lipides sont principalement associés aux particules du latex et à leurs membranes et très peu 

retrouvés dans le sérum C. Les lipides neutres dont les triglycérides et les stérols sont les principaux 

lipides retrouvés dans les particules de caoutchouc alors que la fraction lourde (lutoïdes) est 

principalement composée de stérols et d’acides gras libres à longue chaîne (Priyadarshan 2011). 

Les quantités et classes de lipides varient en fonction des clones. Les quantités d’acides gras, de 

lipides insaponifiables, de glycolipides et de phospholipides sont variables en fonction de l’origine 

clonale (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). Les quantités données ici en exemple dans le latex sont 

celles mesurées pour le clone RRIM600. Dans le latex de ce clone, les lipides totaux représentent 

3,36% m/m du caoutchouc sec contenu dans le latex (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013).  

Les phospholipides représentent de 18 à 25% des lipides totaux soit 0,90% m/m caoutchouc sec avec 

comme principal phospholipide la phosphatidylcholine (60% des phospholipides). Avec leurs 

caractères amphiphiles, ces phospholipides conjointement avec les protéines sont importants dans la 

stabilité colloïdale du latex. Les lipides totaux contiennent également de 25 à 35% de glycolipides soit 

0,88% m/m caoutchouc sec dont les deux principaux sont le digalactosyldiglycéride (DGDG – 45% des 

glycolipides) et le stéryl glucoside (SG – 35% en proportion). Ces glycolipides ont également un rôle 

structural dans les membranes (Vaysse, Bonfils et al. 2012).  

Les lipides neutres représentent de 40 à 60% des lipides totaux soit 1,72% m/m caoutchouc sec dans 

le latex du clone RRIM600. Ils sont essentiellement associés à la phase supérieure de centrifugation 

(crème contenant les particules de caoutchouc) (Vaysse, Bonfils et al. 2012). La Figure 6 présente la 

séparation des lipides neutres sur une chromatographie sur couche mince (CCM).  

Noms des hydrolases Localisation Noms des hydrolases Localisation 

Carboxylestérase (estérase) Sérum C + lutoïdes α-galactosidase Lutoïdes 

Arylestérase - β-galactosidase Lutoïdes 

Phosphatase acide Lutoïdes α-mannosidase Lutoïdes 

Phosphatase neutre Sérum C 
β-fructofuranosidase 
(invertase) 

- 

2’ nucleotidase (NADP 
phosphatase) 

Sérum C N-acetyl D-glucosaminidase Lutoïdes 

Phosphodiestérase Sérum C Leucine aminopeptidase Sérum C + lutoïdes 

Phospholipase C Sérum C Cathepsine C Lutoïdes 

Phospholipase D Sérum C Cathepsine D Lutoïdes 

Désoxyribonucléase acide Lutoïdes Hevain (serine protease) - 

Cellulase - Coagulumsse - 

Lysosyme Lutoïdes Inorganic pyrophosphatase Sérum C 

β-glucosidase Lutoïdes ATPase - 
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Des triglycérides sont retrouvés en proportion plus ou moins variable selon les clones. Les principaux 

triglycérides retrouvés sont les triglycérides d’acide gras furanique (acide 10,13-époxy-11-méthyl-

octadécan-10,12-diénoïque). Ce triglycéride représente environ 90% des acides estérifiés. Il a été 

supposé que le triglycéride majeur dans le latex contiendrait trois acides furaniques ce qui est très 

rare dans la nature.  

Dans le clone RRIM600, les acides gras libres sont en faible proportion (0.06-0.09% m/m vs 

caoutchouc sec) et les acides gras totaux à hauteur de 1,2% (m/m vs caoutchouc sec). Les acides gras 

totaux sont principalement composés d’acide gras linoléique C18:2 (46% vs acides gras totaux) suivi 

de l’acide furanique (16% vs acides gras totaux), l’acide stéarique C18:0 (15% vs acides gras totaux) et 

par l’acide oléique C18:1 (11% vs acides gras totaux) (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). 

 

 

Les tocotriénols se décomposent en α-tocotriénol et γ-tocotriénol avec une proportion de γ-

tocotriénol qui est plus importante que l’α-tocotriénol. Du δ-tocotriénol est également détecté dans 

le latex par chromatographie en phase gazeuse (GC-MS). Dans le latex du clone RRIM600, le γ-

tocotriénol a été retrouvé à hauteur de 0,13% m/m par rapport au caoutchouc sec et de 0,05% m/m 

par rapport au caoutchouc sec pour l’α -tocotriénol (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). 

Figure 6: Chromatographie sur couche mince de l'extrait lipidique du latex et de crêpes USS sur 
différents clones. 1 : RRIM600, 2 : PB235 et 3 : BPM24 développé dans du n-hexane/diéthyléther/acide 
acétique (80:20:1 v/v/v) et révélé dans une solution aqueuse d’acide orthophosphorique à 40% saturée 
en acétate de cuivre (1:1 v/v). SE, esters de stérols ; TG, triglycérides ; TGF, triglycérides d’acide gras 
furanique ; α, alpha-tocotriénols ;γ, gamma-tocotriénols ;δ, delta-tocotriénols ; FFA, acides gras libres ; 
FS, stérols libres et DG, diglycérides ; mix 34 (ref 90-3040, Larodan, Sweden) (Liengprayoon, Chaiyut et 
al. 2013)  
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Les stérols se décomposent en β-sitostérol (0,69% m/m vs caoutchouc sec), delta-5-avénastérol 

(0,40% m/m vs caoutchouc sec) et stigmastérol (0,14% m/m vs caoutchouc sec) (Liengprayoon, 

Chaiyut et al. 2013) 

Les alcools gras sont essentiellement composés d’alcool gras de type octadecanol C18-OH (0,12% 

m/m vs caoutchouc sec) et eicosanol C20-OH (0,03% m/m vs caoutchouc sec) (Liengprayoon, Chaiyut 

et al. 2013).  

c. Sucres et cyclitols 

Les principaux glucides dans le latex sont par ordre d‘importance les cyclitols (québrachitol, l et m-

inositols), le saccharose, le glucose et des traces de fructose, de galactose et de raffinose. Ces 

composés sont principalement localisés dans le sérum C à l’exception du glucose qui serait localisé 

dans les lutoïdes (Priyadarshan 2011). Le québrachitol (1L-2-O-methyl-(-)-chiro-inositol) et le l-

inositol (2-O-methyl-L-inositol) sont quantitativement les plus importants à hauteur de 1,2% (m/v). 

Parmi les sucres, le saccharose est le plus abondant à hauteur de 0,3 à 0,4% (m/v) (Vaysse, Bonfils et 

al. 2012). La quantité totale de sucres varie selon les clones (Le Roux, Ehabe et al. 2000).  

d. Acides organiques 

Des acides organiques sont également retrouvés dans le latex à 0,02% (m/m vs latex). Les principaux 

acides organiques sont l’acide malique et l’acide citrique qui représentent 90% des acides organiques 

totaux du latex. Le principal acide organique retrouvé dans les lutoïdes est l’acide citrique (Sethuraj 

et Mathew 1992). 

e. Composés inorganiques  

Les composés inorganiques sont principalement situés dans le sérum B et le sérum C (D'Auzac, Jacob 

et al. 1989). Le principal élément minéral du latex est le potassium (K+) dont la concentration peut 

atteindre 0.26% (m/m) du latex (Compagnon 1986). Il est suivi par le magnésium (Mg2+) et dans des 

concentrations plus faibles par du calcium (Ca2+) et du cuivre (Cu2+) (Jacob, d'Auzac et al. 1993). Il est 

parfois possible de trouver dans le caoutchouc, en très faibles quantités (mg/100g de latex), des 

métaux avec le fer (Fe2/3+) et surtout le cuivre (Cu2+) et le manganèse (Jacob, d'Auzac et al. 1993). Ces 

métaux sont appelés métaux « poisons » du caoutchouc car ils le rendent très sensible à l’oxydation.  
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 Caractérisation du caoutchouc naturel B.

 Structure du caoutchouc naturel 1.

Pour le caoutchouc naturel, trois niveaux de structure peuvent être décrits : microstructure, 

mésostructure et macrostructure. La microstructure concerne la structure chimique de la 

macromolécule de poly(cis-1,4-isoprène) mais également la composition en composés non-isoprènes 

(lipides, protéines…) et leurs interactions avec la molécule de polyisoprène. La mésostructure 

correspond aux macromolécules de poly(cis-1,4-isoprène) (Masse Molaire, Distribution de Masse 

Molaire) et aux structures associatives (gel). La macrostructure (ou échelle supramoléculaire) 

correspond à l’organisation globale du caoutchouc naturel brut sans déstructuration et pris dans sa 

globalité (Vaysse, Bonfils et al. 2012). 

a. Microstructure 

 Structure chimique du polyisoprène i.

Le caoutchouc naturel est un polymère de haut poids moléculaire possédant de longues chaînes. Ce 

polymère est composé de poly(cis-1,4-isoprène). La chaîne de poly(cis-1,4-isoprène) contiendrait 

deux groupes fonctionnels différents en fin et début de chaînes associés à des lipides et des 

protéines. Ces extrémités sont appelées groupes α et ω (Tarachiwin, Sakdapipanich et al. 2005). Ces 

groupes fonctionnels aussi appelés groupements spécifiques seraient à l’origine du branchement 

dans le caoutchouc et de la formation du gel. D’après Tanaka, on retrouverait à l’extrémité ω une 

protéine et à l’extrémité α un lipide (Figure 7) et plus particulièrement un phospholipide (assemblage 

de deux acides gras, de glycérol et d’un phosphate estérifié à une molécule polaire) mais ces 

groupements ne sont pas encore bien identifiés (Tanaka et Tarachiwin 2009). La nature chimique de 

liaison entre le phospholipide et la chaîne de polyisoprène est controversée. Ces phospholipides 

pourraient être liés par liaisons chimiques par les groupements esters des acides gras à longue chaîne 

(Kawahara, Kakubo et al. 2000). Les groupes terminaux seraient retrouvés environ toutes les 5000 

unités (Tanaka 2001).   

 

 

 

 

 

 

Le long de la chaîne, des groupes anormaux tels que les groupes époxydes, carbonyles (aldéhydes et 

cétones), amines et lactones sont retrouvés. Ces groupes anormaux pourraient être impliqués dans 

le phénomène du durcissement au stockage. Ce durcissement se traduit par une augmentation de la 

plasticité wallace au cours du stockage du caoutchouc naturel liée à des phénomènes de réticulation. 

Ce phénomène n’est pas observé dans les caoutchoucs synthétiques et les acides aminés présents 
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Figure 7: Modèle structural du poly(cis 1-4 isoprène) d'Hevea brasiliensis (Tanaka et Tarachiwin 
2009) 
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dans le caoutchouc naturel joueraient un rôle dans cette réticulation. Dans le latex frais, ces groupes 

anormaux ne seraient pas retrouvés systématiquement et l’origine de ces groupes reste inconnue 

(Gan 1996).    

 Composition en composés non-isoprènes ii.

Le caoutchouc naturel est composé principalement de poly(cis-1,4-isoprène) mais également  

d’environ 6% de composés non-isoprènes avec des lipides neutres (2.4%) , des glycolipides et des 

phospholipides (1%), des protéines (2,2%), des sucres (0.4%) et d’autres (0.1%) (Tanaka et Tarachiwin 

2009). Ces composés sont présents en moindre proportion par rapport au caoutchouc sec dans le 

caoutchouc naturel que dans le latex. Ces composés peuvent être perdus lors de la maturation, de 

l’usinage et des lavages successifs du caoutchouc. Une grande partie des substances hydrosolubles 

du latex sont perdues mais la plupart des lipides et protéines insolubles dans l’eau sont encore 

présents, tout comme des petites quantités de sel (Liengprayoon 2008). 

La composition lipidique du caoutchouc naturel a été étudiée sur des feuilles de caoutchouc 

coagulées à l’acide et non maturées (USS). Les feuilles de caoutchouc naturel possèdent moins de 

lipides totaux que le latex frais avec en relatif, moins de lipides polaires (glycolipides et 

phospholipides) mais plus de lipides neutres (tableau 2). Parmi ces lipides neutres, les acides gras 

libres sont particulièrement plus abondants dans le caoutchouc sec, entre 0,50-0,72% (m/m vs 

caoutchouc sec) (Figure 6). Les lipides polaires seraient perdus lors de l’usinage ou bien rapidement 

hydrolysés par des lipases ceci libérant des acides gras libres (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). 

 

Tableau 2: Composition lipidique du latex et des feuilles USS non maturé du clone RRIM 600 âgé 
(Liengprayoon 2008) 

 

 

Les protéines du caoutchouc sec ont été moins étudiées que les lipides car aucune technique ne 

permet actuellement d’extraire les protéines du caoutchouc sec ce qui permettrait de les séparer sur 

gel d’électrophorèse. Les protéines ont été étudiées par des méthodes indirectes comme le dosage 

de l’azote total des crêpes de caoutchouc sec (Tanaka et Tarachiwin 2009; Zhong, Li et al. 2009). Les 

taux d’azote dans le caoutchouc naturel se situent entre 0,3 et 0,6% (m/m vs caoutchouc sec) 

(Loadman 1998). Les protéines hydrosolubles pouvant être responsable de problèmes d’allergies ont 

également été étudiées en immergeant de petites pièces de caoutchouc ou de gants en latex dans de 

l’eau (Yeang, Arif et al. 2002) 

Clone 
RRIM600 âgé 

Latex  
(% m/m vs caoutchouc sec) 

Feuille USS non maturé 
(% m/m vs caoutchouc sec) 

Lipides totaux 2,47 1,99 
Lipides neutres 1,01 1,62 

glycolipides 0,82 0,27 
phospholipides 0,64 0,09 
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b. Mésostructure 

La mésostructure comprend l’étude du caoutchouc à une échelle macromoléculaire (dimension, 

conformation et architecture de la macromolécule) et à une échelle supramoléculaire (agrégats 

complexes entre les macromolécules). 

Cette mésostructure du caoutchouc naturel est graduellement et partiellement détruite lorsque le 

caoutchouc est solubilisé dans un solvant organique conventionnel (cyclohexane, tétrahydrofurane 

(THF)). Une proportion du caoutchouc naturel reste insoluble dans ces solvants et est appelée le gel 

ou le macrogel. La fraction solubilisée contient des molécules de polyisoprène mais également des 

microaggrégats (microgel) qui peuvent être séparés par filtration (1 µm) de la fraction solubilisée. Le 

gel et le microgel constituent le gel total. 

 Structure macromoléculaire i.

Le caoutchouc naturel présente des chaînes de polyisoprène de masses différentes pouvant varier de 

1.103 à 1.107 g/mol. Ces différentes masses de chaînes peuvent être représentées par une 

distribution des masses molaires (MMD – molar mass distribution) étudiée pour la première fois par 

Subramaniam (1972) . Cette MMD à la sortie de l’arbre et avant coagulation, usinage et maturation 

est appelée la distribution native des masses molaires (MMD0). La MMD0 est un paramètre important 

permettant de prévoir les propriétés du caoutchouc naturel après usinage. Cette MMD0 peut aller 

d’une distribution unimodale à une distribution bimodale des masses selon les clones (Figure 8). Les 

variations entres les clones portent essentiellement sur les chaînes de petites masses. Cette MMD va 

évoluer en fonction du procédé utilisé pour produire le caoutchouc sec (Vaysse, Bonfils et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

De récents résultats ont montré que la partie solubilisée du caoutchouc dans du THF analysée par 

SEC-MALS contient très peu de chaînes branchées contrairement à de précédentes études. Cette 

phase solubilisée est essentiellement composée de chaînes linéaires et de microaggrégats (Kim, 

Sainte-Beuve et al. 2009).  

Figure 8: Exemple de distribution native des masses molaires (MMD0) dans différents clones d’Hévéa 
par SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography - Multiangle Light Scattering dans le cyclohexane)  
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Deux grandeurs caractéristiques principales sont utilisées pour décrire la mésostructure : la masse 

molaire moyenne en nombre (number average molar mass, Mn) et la masse molaire moyenne en 

poids (weight average molar mass, Mw). La Mn correspond à la masse totale du caoutchouc divisée 

par le nombre de chaînes de caoutchouc. Cette valeur correspond à la masse molaire moyenne des 

chaînes de polymères calculée en nombre. La Mw correspond à la moyenne des masses molaires 

pondérée par la masse de chaînes de chaque longueur. La valeur de Mn est très influencée par les 

faibles masses tandis que Mw est dépendante de la quantité relative de fortes masses. Pour le 

caoutchouc naturel, la Mn varie entre 200 et 1000 kg/mol et la Mw entre 1 100 et 2 300 kg/mol 

(Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). L’indice de polydispersité est également un indicateur utilisé 

pour décrire la polymolécularité d’un polymère. Il s’agit du rapport de Mw sur Mn (Vaysse, Sainte-

beuve et al. 2003). 

 Gel ii.

La proportion de gel retrouvé dans le caoutchouc peut varier grandement jusqu’à 60% dans les cas 

les plus extrêmes (Vaysse, Bonfils et al. 2012). De fort taux de gel sont notamment retrouvés dans les 

hévéas non exploités depuis longtemps (Sekhar 1962). Le gel pourrait se former dans l’arbre mais 

également après l’exsudation du latex, avant ou après la coagulation (Allen et Bristow 1963). 

La quantité de gel (macrogel) dans le caoutchouc mis en solution varie grandement en fonction du 

solvant utilisé. En effet, la quantité de gel peut être fortement réduite par l’ajout d’un solvant polaire 

comme l’éthanol. De cette observation, il en a été déduit que le gel ne pouvait pas être seulement 

une phase réticulée chimiquement (ou de façon covalente) car une dégradation progressive des 

liaisons selon les solvants est observée. La formation du gel se ferait donc par des liaisons faibles 

intermoléculaires (Tanaka et Tarachiwin 2009). 

Il a été supposé que les éléments non-isoprènes (acides aminés, protéines et ion métalliques) 

pourraient interagir avec les groupements anormaux des chaînes de polyisoprène (aldéhydes, époxy, 

lactones et esters) (Ehabe, Nkeng et al. 2006). De récents travaux supposent que les branchements 

se feraient au niveau des extrémités α et ω du polyisoprène (Tanaka et Tarachiwin 2009). La 

structure du gel a été fortement étudiée mais reste encore un mystère. Par des méthodes de 

purification du latex, il a été mis en évidence que les phospholipides et les protéines joueraient aussi 

un rôle important dans la structure du gel et formeraient des liaisons avec la chaîne de polyisoprène 

(Tanaka 2001). Toutefois il a été montré que les protéines joueraient un rôle mineur lors du 

durcissement au stockage sui s’accompagne d’une augmentation du gel (Amnuaypornsri, 

Nimpaiboon et al. 2009). Une corrélation entre les quantités d’acides gras saturés dans le caoutchouc 

et le taux de gel total a également été rapportée (Liengprayoon 2008). 

Le microgel est retenu par filtration de la phase solubilisée. Ces microaggrégats font entre 1 et 15 µm 

de diamètre (Subramaniam 1980). Leur quantité varie entre 5 et 30% et semblent dépendre de 

l’origine clonale. Ces microaggrégats ne sont pas encore bien identifiés. Il pourrait s’agir de 

polyisoprène de faibles masses molaires (Bonfils, Char et al. 2000). 

Un autre gel de dimension inférieur à 1 µm serait également responsable de l’élution anormale en 

SEC-MALS (Kim, Sainte-Beuve et al. 2009). Ceci montre que la partie considérée comme totalement 

soluble et injectée en SEC-MALS contient encore des structures associatives de type gel. L’utilisation 
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de nouvelles techniques de séparation telle que l’A4F-MALS devrait permettre de mieux comprendre 

le gel du caoutchouc naturel (Dubascoux, Thepchalerm et al. 2012)). 

c. Macrostructure 

La qualité du caoutchouc naturel et sa variabilité demeure un élément clé pour les manufacturiers 

utilisateurs. Actuellement cette qualité est définie par des normes nationales (Standard thai rubber 

(STR), standard malaysian rubber (SMR), ASTM…) et internationales (ISO 2000). Quatre types de 

critères sont pris en compte pour ces normes (Sainte-Beuve, Vaysse et al. 2005): Critère de 

contamination (teneur en impuretés), critères chimiques (matière volatile, azote, cendres), critères 

rhéologiques (plasticité wallace (Po), viscosité Mooney (VM)) et un critère de détermination de la 

sensibilité à la thermooxydation (PRI).  

La plasticité initiale (P0) est déterminée au plastomètre Wallace. Elle consiste à mesurer à 100°C 

l’épaisseur d’un disque de caoutchouc précompressé 10 sec à 1 mm d’épaisseur et soumis ensuite, 

pendant 15 secondes, à une force de 10 daN appliquée entre deux plateaux parallèles.  

L’indice de rétention de plasticité (PRI) correspond au rapport entre la plasticité Wallace d’une 

pastille de caoutchouc vieillie 30 min à 140°C (P30) et la plasticité Wallace initiale (P0). Un PRI trop bas 

conduira à une viscosité qui décroit au cours de la mastication en machine et traduit une mauvaise 

résistance à la thermooxydation et au vieillissement. La thermooxydation est un phénomène 

complexe pendant lequel se succèdent des phénomènes de réticulations et de scissions. La balance 

entre ces deux phénomènes dépend du taux d’oxygène diffusant à l’intérieur du matériau 

(Ngolemasango, Ehabe et al. 2003). 

Les propriétés du caoutchouc naturel dépendent de nombreux facteurs dont l’origine clonale, les 

conditions climatiques, le nombre de saignées, l’usinage et le temps de maturation  

(Sivabalasunderam et Nadarajah 1966; Bernard 1977; Na-Ranong, De Livonierre et al. 1995). 

L’exposition à la lumière, un trempage excessif dans l’eau, un crêpage excessif, une température de 

séchage trop élevée vont également affecter négativement le PRI (Watson 1969) 

 Lien entre les différents niveaux de structure 2.

a. Lien macrostructure et mésostructure 

Les propriétés du caoutchouc naturel sont liées à sa structure macromoléculaire mais pas seulement. 

La présence de gel et de composés non-isoprènes jouent également un rôle dans les propriétés ce 

qui rend les corrélations difficiles entre structures et propriétés (Vaysse, Sainte-beuve et al. 2003). La 

P0 dépend de la longueur des chaînes de caoutchouc mais aussi des éléments non caoutchouc 

permettant la réticulation et la formation de gel. Le PRI dépend en plus de la composition en élément 

non caoutchouc avec la présence de composés antioxydants ou prooxydants (communication 

personnelle Bonfils). Aucune corrélation n’est observée entre la P0 et le macrogel mais une 

corrélation est observée entre la P0 et le gel total (macrogel + microgel) (HDR Bonfils). 

La Mw serait plutôt corrélée à la P30 qu’à la P0. Lors de l’étude de Bonfils (1999), la corrélation entre la 

P0 et la Mw était modérée (R2 de 0,54) alors qu’elle était meilleure pour la P30 (R
2 de 0,89). La Mw 

serait liée à la P0 pour des échantillons appartenant à la même famille, c’est-à-dire du même clone, 
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du même mode de collection et du même temps de maturation. La corrélation entre Mw et P0 est 

observée dans certains cas comme lors du durcissement au stockage ou de la thermooxydation, 

toutefois deux caoutchoucs peuvent avoir des P0 similaires avec des Mw très différentes.  

L’augmentation du gel est également associée à une augmentation de la P0. Ce phénomène est 

particulièrement lors du stockage sous le nom de durcissement au stockage (Ngolemasango, Ehabe 

et al. 2003). La présence de petites chaînes dans la distribution des masses molaires natives serait 

également un paramètre clé du phénomène de durcissement au stockage (Ngolemasango, Ehabe et 

al. 2003). 

b. Lien macrostructure et microstructure 

 Composés non-isoprènes et PRI i.

Certains composés non-isoprènes du caoutchouc naturel ont des propriétés antioxydantes et 

préviendront les phénomènes d’oxydation dans le caoutchouc. A l’inverse, certains composés du 

caoutchouc peuvent avoir des propriétés prooxydantes.  

Les acides aminés, les phospholipides et certains lipides neutres tels que les tocotriénols et le 

stigmastérol sont connus pour leurs propriétés antioxydantes. Le γ-tocotriénol confèrerait une 

meilleure protection que l’α-tocotriénol (Hasma 1990). Les acides gras libres, en particulier les acides 

gras insaturés et l’acide linoléique, auraient des propriétés prooxydantes ainsi que certains ions 

métalliques tels que le cuivre et le fer (Na-Ranong, De Livonierre et al. 1995) (Liengprayoon, Chaiyut 

et al. 2013). Les groupes carbonyles des acides gras libres (acide stéarique, acide oléique, acide 

linoléique) jouent un rôle important dans la scission de la chaîne de polyisoprène. L’insaturation des 

acides gras libres augmentent le taux d’autooxydation (Liengprayoon 2008).  

Le rôle des protéines sur le PRI est controversé. Dans plusieurs études, la chute du PRI est expliquée 

par la dégradation des protéines du caoutchouc sec et la libération d’ions métalliques chélatés sur 

ces protéines (Watson 1969; Compagnon 1986; Hasma 1990; Varghese, Thomas et al. 2005) 

(Tuampoemsab et Sakdapipanich 2007; Zhong, Li et al. 2009). Toutefois dans certains cas, un 

caoutchouc déprotéinisé possède les mêmes propriétés qu’un caoutchouc brut (Tanaka 2001). Le lien 

entre protéines et PRI ne serait pas direct. Ce lien résulterait d’un équilibre entre antioxydants et 

prooxydants ainsi que de leurs localisations et accessibilités avec les groupes réactifs (Na-Ranong, De 

Livonierre et al. 1995) 

Par ailleurs, il a été rapporté que le pH de maturation pourrait être lié au PRI. En effet le latex ne 

possède pas le même pH initialement en fonction des clones ce qui pourrait expliquer les différences 

entre le PRI selon les clones. Des latex tamponnés à différents pH (pH de 4 ; 7,5 et 9) ont été laissés 

maturés et la P0 et le PRI mesurés. Ces résultats ont montré que les latex maturés à pH acide 

présentaient les plus fortes valeurs de PRI. Il a été supposé que l’influence clonale sur le PRI pourrait 

dépendre du pH de maturation (Loyen et de Livonnière 1975) (Bernard 1977). De plus, il a été 

rapporté que lors de la maturation le pH diminuerait à mesure que le pH augmente (Lévêque 1975). 
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 Composés non-isoprènes et P0 ii.

Les composés non-isoprènes jouent également un rôle sur la P0. La composition lipidique du 

caoutchouc et particulièrement les acides gras estérifiés est corrélée négativement à la P0 

(Liengprayoon 2008).  

Les protéines auraient peu d’impact sur la P0. Un caoutchouc déprotéinisé avec une protéase ne 

montre pas de différence significative de la P0 par rapport à un film de latex (Amnuaypornsri, 

Nimpaiboon et al. 2009) ou bien une P0 légèrement inférieure (Tuampoemsab et Sakdapipanich 

2007). 

Le taux de phosphore inorganique dans le latex serait corrélé négativement au PRI et à la P0. Ce 

même phosphore inorganique est corrélé négativement au taux de sucres dans le latex (Le Roux, 

Ehabe et al. 2000) 
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III. Caractérisation des microorganismes dans le latex et les coagulums  

 Généralités sur les microorganismes A.

Les microorganismes sont l’ensemble des organismes unicellulaires. Leur diversité est très 

importante et la classification de ces microorganismes a été améliorée grâce au développement des 

techniques de séquençage de l’ADN. Certains gènes contenus dans le génome des êtres vivants sont 

utilisés comme marqueur phylogénétique. Ces gènes sont très conservés au sein du règne vivant ce 

qui permet de les retrouver dans tous les organismes mais ils évoluent suffisamment au cours du 

temps pour permettre de différencier les organismes entre eux par des calculs de distance 

génétique. L’ADN ribosomal (ADNr 16S, ADNr 18S) a été très utilisé dans les études phylogénétiques 

et a permis d’affiner les classifications des êtres vivants (Figure 9) 

 

 

 

Les classifications s’organisent en différents niveaux taxonomiques avec, du plus larges au moins 

larges, le domaine, le règne, l'embranchement, la classe, l'ordre, la famille, le genre et l'espèce. Le 

monde vivant regroupe trois grands domaines avec les bactéries, les archées et les eucaryotes. Les 

bactéries et les archées sont des procaryotes et donc des microorganismes. Les microorganismes 

sont également retrouvés dans le domaine des eucaryotes avec les levures appartenant au règne des 

Fungi. 

 

Figure 9 :Arbre phylogénétique du vivant basé sur l’étude de l’ADN ribosomal (Olsen et Woese 1993) 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Domaine_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Embranchement_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
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Les microorganismes sont capables de s’adapter à de nombreux environnements et sont caractérisés 

par leurs capacités à croître à différentes températures, pH, salinités et taux d’oxygène. Chaque 

espèce possède des conditions de croissance optimales mais possède des similarités au sein d’un 

même genre ou d’une même famille. Les microorganismes peuvent être caractérisés par leur 

capacité à croître à différentes températures et sont ainsi décrits comme psychrophiles (-15°C à 

20°C), mésophiles (20 à 40°C) ou thermophiles (25°C à 70°C). Les microorganismes sont également 

caractérisés par rapport à leur besoin respiratoire spécifique qui peut être :  

- aérobie stricte : besoin d'oxygène pour vivre et se développer 

- anaérobie facultative : la présence d'oxygène est préférable pour le développement de ces 

microorganismes mais non indispensable 

- microaérophile : besoin d'une concentration en oxygène spécifique (inférieure à celle de l'air) 

- anaérobie stricte : la présence d'oxygène est létale pour ces microorganismes 

Concernant les bactéries, il est également possible de les différencier selon une technique de 

coloration appelée coloration de Gram. Il est ainsi possible de différencier les bactéries Gram-

positives (forte coloration) et les bactéries Gram-négatives (faible coloration). Les bactéries à Gram 

positif, sont dotées d'une simple paroi avec une grande quantité de peptidoglycanes alors que les 

bactéries à Gram négatif sont composées de moins de peptidoglycanes mais pourvues d'une 

membrane externe supplémentaire. La paroi riche en peptidoglycanes des bactéries Gram-positives 

ne permet pas la décoloration à l’éthanol lors du test de Gram et les bactéries restent donc colorées. 

Les bactéries présentent également différentes formes avec des formes sphériques (coques), des 

formes allongées ou en bâtonnet (bacilles) qui permettent de les différencier.  

Les microorganismes sont capables de se développer en utilisant de nombreux substrats présents 

dans l’environnement (protéines, lipides, sucres…) en excrétant des enzymes dans le milieu 

permettant une première dégradation extracellulaire des macromolécules. Les produits de 

dégradation plus petits pourront ensuite être métabolisés à l’intérieur de la cellule. Les sucres sont le 

substrat privilégié des microorganismes. Les voies métaboliques utilisées par les microorganismes 

pour dégrader ces substrats sont liées en partie au type respiratoire de chaque microorganisme. La 

respiration en présence d’oxygène et la fermentation en anaérobiose se distinguent ainsi. Les 

fermentations microbiennes sont très utilisées dans de nombreuses applications notamment dans les 

transformations alimentaires avec par exemple la fermentation lactique (bactéries lactiques et 

production de yaourt et fromage), la fermentation alcooliques (levures et production d’alcool) et la 

fermentation acétique (Acetobacter et production de vinaigre).  

  

http://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ana%C3%A9robie
http://fr.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9tal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptidoglycane
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 Les microorganismes du latex B.

Le latex est riche en composés non-isoprènes tels que les sucres, les protéines, les lipides et les 

minéraux favorisant ainsi le développement des communautés microbiennes dans le latex. 

À notre connaissance la plus ancienne publication sur l’étude des communautés microbiennes du 

latex d’Hevea brasiliensis date de 1930 (Corbet). Le latex d’un arbre jamais saigné est stérile 

(Satchuthananthavale 1971) mais après la première saignée les vaisseaux laticifères sont contaminés 

par des microorganismes dont des bactéries et des levures (Taysum 1961).  

Les quantités de microorganismes retrouvées dans le latex prélevé dans des conditions propres et 

comptabilisées sur milieu PCA (plate count agar) sont d’environ 105 UFC/ml de latex (Intapun, Sainte-

Beuve et al. 2010). Le latex coulant dans la tasse est ensuite contaminé par le milieu environnant : 

écorce de l’arbre, tasse de récolte non nettoyée, couteau, air et saigneurs. Les quantités de 

microorganismes peuvent ainsi atteindre des concentrations de 107 UFC/ml de latex à la sortie de 

l’arbre lorsque qu’aucune précaution n’est prise (Taysum 1961) (Shum et Wren 1977). Il a été 

rapporté que les bactéries étaient cent fois plus abondantes que les levures (John et Taysum 1963).  

La surexploitation des arbres et la pluie avant saignée augmentent le taux de microorganismes dans 

la latex (Taysum 1958; Chat, Pujarniscle et al. 1961; John et Taysum 1963). La composition 

biochimique du latex est également un élément important du développement microbien. Plus le 

latex est riche en phosphore et en sucres et plus les microorganismes sont importants (Chat, 

Pujarniscle et al. 1961). 

Peu d’études ont concerné l’identification des microorganismes dans le latex d’Hevea brasiliensis. 

Cette identification des bactéries du latex a été faite par Taysum (1957) et l’institut de recherche sur 

le caoutchouc (IRCA 1973). Lors de l’étude de Taysum, 1000 souches de bactéries ont été isolées du 

latex frais et de ses dérivés (latex ammonié et latex ammonié concentré). Un total de 12 familles et 

100 espèces de bactéries ont été isolées. Ces bactéries sont originaires principalement du sol et de 

l’eau et sont principalement des bactéries microaérophiles productrices d’acides et fermentant les 

sucres. Le Tableau 3 décrit les résultats de ces différentes études. Les principales bactéries 

retrouvées dans le latex appartiennent aux genres Bacillus, Lactococcus, Enterobacter, Serratia, 

Streptomyces et Micrococcus. Aucune étude à ce jour ne s’est portée sur l’identification des levures 

dans le latex.  

 

 

 

 

 



BIBLIOGRAPHIE 

25 

Tableau 3: Bactéries retrouvées dans le latex d’H. brasiliensis d’après différentes études (Ref) avec leur abondance respective (Ab). Légende références : 
A = (Taysum 1957); B = (IRCA 1973) ; C = (John et O'Connell 1967) ; D = (Taysum 1956) ; E = (Corbet 1930). Légende abondance d’après Taysum : 1 = commun 
et très commun ; 2 = assez commun ; 3 = rare, assez rare et modérément rare ; 4 = infection. Les lignes délimitent les ordres bactériens. Les espèces les plus 
abondantes sont en gras.  

Taxonomy with species updated Ab Ref 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus sp. 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus subtilis 1 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus megaterium 2 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus cereus var. mycoides 1 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus indicus (syn. Serratia indica) 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus circulans 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus polymyxa (syn. Bacillus pandora) 3 D; E 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Planococcaceae;Lysinibacillus;Lysinibacillus sphaericus (syn. bacillus sphaericus) 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Lactococcus;Lactococcus lactis subsp lactis (syn. Streptococcus lactis) 1 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Lactococcus;Lactococcus  lactis subsp cremoris (syn. Streptococcus cremoris) 1 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus;Streptococcus pyogenes 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus;Streptococcus agalactiae 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Enterococcaceae;Enterococcus;Enterococcus faecalis (syn streptococcus faecalis) 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus;Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis (syn. Lactobacillus lactis) 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus;Lactobacillus casei 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Leuconostocaceae;Leuconostoc;Leuconostoc mesenteroides 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Clostridium ;Clostridium perfringens (syn. Clostridium welchii) 2 A 

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Clostridium ;Clostridium tetani 3 A 

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Sarcina;Sarcina flava (syn. ?) 2 A 

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Eubacteriaceae;Eubacterium;Eubacterium limosum (syn. butyribacterium rettgeri) 4 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Escherichia-Shigella;Escherichia coli 2 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter aerogenes (syn. Aerobacter aerogenes) 1 A, C 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter cloacae (syn. Aerobacter cloacae) 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter nimipressuralis (syn. Erwinia nimipressuralis) 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Proteus;Proteus vulgaris 2 A ; B 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Proteus;Proteus mirabilis 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Serratia;Serratia marcescens 1 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Salmonella;Salmonella enterica (syn. Salmonella arizona) - B 
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Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Citrobacter;Citrobacter freundii (syn. Escherichia freundii) 2 A ; B 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Klebsiella;Klebsiella pneumoniae - B 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Azotobacter;Azotobacter chroococcum 2 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas sp. 2 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas aeruginosa - B 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas fluorescens 2 A 

Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Vibrionales;Vibrionaceae;Vibrio;Vibrio sp. 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio;Desulfovibrio desulfuricans 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Achromobacter;Alcaligenes sp. 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Nitrosomonadales;Nitrosomonadaceae;Nitrosomonas;Nitrosomonas europaea (syn.Nitrosomonas monocella) 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Neisseriaceae;Aquaspirillum;Aquaspirillum serpens (syn. Spirillum serpens, Vibrio serpens) 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Acetobacter;Acetobacter aceti 3 A 

Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Gluconobacter;Gluconobacter oxydans (syn. Acetobacter suboxydans) 3 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces albus 1 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces coelicolor 1 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Micrococcus;Micrococcus luteus (syn. Sarcina lutea) 2 A, C 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Micrococcus;Micrococcus candidus (syn. ?) 1 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Micrococcus;Micrococcus aurantiacus (syn. ?) 1 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Microbacteriaceae;Microbacterium;Microbacterium lacticum 3 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium jensenii (syn. Propionibacterium 
peterssonii , Propionibacterium zeae) 

4 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium pentosaceum (syn. ?) 4 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium freudenreichii 3 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium acidipropionici (pentosaceum) 4 A 

Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Mycobacterium;Mycobacterium phlei 3 A 

Bacterium fulvum (syn. ?) 1 A 

Bacterium zenkiri (syn. ?) 1 A 

Bacterium mycoides (syn.?) 3 A 
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 Les microorganismes lors de la maturation   C.

La croissance microbienne dans le latex se ferait en deux phases avec une première phase de latence 

où aucune croissance microbienne n’est observée puis une phase de croissance logarithmique 

(Taysum 1958). La phase de latence dure de 1 à 4 h selon la quantité de microorganismes.  

La vitesse de coagulation du latex est dépendante de la quantité de microorganismes initiale dans le 

latex (Taysum 1958). Un latex coagule habituellement après une période de 8 à 48 h. Parfois une 

coagulation très rapide du latex peut se produire et est appelée pré-coagulation. Ce phénomène est 

observé lorsque la concentration initiale de microorganismes dans le latex est forte (D'Auzac, Chat et 

al. 1960). D’après l’étude de Taysum (1958), le latex contenait 109 UFC/ml de microorganismes dans 

le latex après 8 h quand celui-ci commençait à coaguler. Dans une autre étude, la coagulation du 

latex a été observée à partir de 1011 à 1012 UFC/ml de latex (D'Auzac, Chat et al. 1960). Au contraire 

un latex stérilisé ne coagule pas sur une période de deux semaines (Intapun, Sainte-Beuve et al. 

2010) (Satchuthananthavale 1971). La vitesse de coagulation dépend de la quantité de 

microorganismes mais également du type de microorganismes présents (Satchuthananthavale 1971)  

Une fois le latex coagulé, la population initiale de microorganismes évolue lors de la maturation en 

termes de quantité et de diversité. Peu d’études se portent sur les populations de microorganismes 

se trouvant dans les coagulums. La coagulation est supposée être provoquée par des bactéries 

acidifiantes telles que Streptococcus et Lactobacillus. Puis la population microbienne se diversifierait 

et les composés non-isoprènes seraient dégradés par des bactéries anaérobies comme Clostridium 

(Taysum 1961) ou bien par des bactéries aérobies strictes (Lowe 1959).  

Le sérum d’un coagulum vieux de 2 jours a été étudié en termes de quantités de microorganismes et 

de diversité (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). Ce sérum contenait une concentration en 

microorganismes totaux (comptage milieu PCA) de 109 UFC/ml de sérum. Les quantités de levures 

(milieu MEA), bactéries Gram-positives (milieu MSA), bactéries Gram-négatives (Milieu Mac Conkey 

agar) et bactéries lactiques (milieu MRS) étaient respectivement de 4.108, 3.108, 4.107 et 9.107 

UFC/mL de sérum. Un total de 12 espèces de bactéries ont été isolées à partir de ce sérum dont 

principalement des entérobactéries (Tableau 4). Ces espèces appartenaient à quatre familles : 

Lactobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae et Bacillaceae (Intapun 2009). 

Les microorganismes présents dans les effluents d’une usine de caoutchouc au Nigeria obtenus 

notamment en sortie des bacs de lavages des coagulums ont été étudiés. Les principales bactéries 

identifiées par culture dans ces effluents appartiennent aux genres Arthrobacter, Bacillus, 

Lactobacillus, Pseudomonas et Streptococcus avec Arthrobacter sp. comme espèce principale. Cette 

espèce a été associée aux fortes valeurs de pH dans les sérums des effluents d’usine avec un pH 

optimal de 8 (Atagana, Ejechi et al. 1999). Les Arthrobacter font partie des actinomycètes (ordre des 

Actinomycetales). Les champignons identifiés dans ces effluents étaient les espèces Mucor racemous, 

Mucor sp. et Aspergillus niger (Atagana, Ejechi et al. 1999). 

Le caoutchouc sec (0,8% d’humidité) possède également une population de microorganismes avec 

des champignons se développant à sa surface (Joseph, Philip et al. 2005). Les genres Aspergillus et 

Penicillium ont été détectés sur des feuilles de caoutchouc sec (Intapun 2009). 
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Tableau 4 : Liste des genres et espèces retrouvés dans un sérum de coagulum âgé de 2 jours de 
maturation (Intapun 2009) 

N° Gram type Genres et espèces Caractéristiques générales 

1 + Bacillus sp. Lactose+, acid+, gas+ 

2 - Klebsiella pneumoniae Lactose+, acid+, gas+ 

3 - Acinetobacter sp. Aérobie stricte, non-fermentaire 

4 - Enterobacter cloacae Lactose+, acid+, gas+ 

5 - Klebsiella oxytoca Lactose+, acid+, gas+ 

6 - Citrobacter freundii Lactose+, acid+, H2S
+ 

7 + Gamma-streptococcus sp. Production d’acide lactique 

8 - Pseudomonas alcaligenes Lactose+, acid+, H2S
+ 

9 - Citrobacter freundii Lactose+, acid+, H2S
+ 

10 + Staphylococcus Glucose+, acid+, gas+ 

11 + Enterococci Production d’acide lactique 

12 + Sphingobacterium spp.  
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IV. Microorganismes et évolution des propriétés du caoutchouc naturel 

lors de la maturation 

 Évolution des propriétés et de la structure du caoutchouc naturel lors de la A.

maturation 

Lors de la maturation des coagulums, des évolutions de propriétés du caoutchouc naturel obtenu 

sont observées (Ehabe, Le Roux et al. 2002). Ces évolutions concernent la macrostructure (plasticité 

wallace (Po), viscosité Mooney (VM) et indice de rétention de plasticité (PRI)) mais également la 

mésostructure (Mw, Mn et gel total). 

La Figure 10 présente une vision générale de l’évolution de la P0 et du PRI au cours du temps de 

maturation rapportée dans 5 différentes études :  

- L’étude de l’ancien institut de recherche sur le caoutchouc (IRCA 1973) se portant sur les 

clones PR107 et GT1 (séchage à 80°C) 

- L’étude de Varghese (2005) sur du caoutchouc de grade TSR 

- L’étude de Cocard (2006) se portant sur trois clones différents (GT1, PB217 et PR107) en Côte 

d’Ivoire sur du caoutchouc de grade TSR10 (séchage 5,5 h à 115°C) 

- L’étude d’Intapun (2009) sur du caoutchouc de grade TSR 20 du clone RRIM600 produit en 

Thaïlande (Aout-septembre 2009) (séchage 2 h à 125°C) 

- L’étude de Zhong (Zhong, Li et al. 2009) sur du caoutchouc de grade TSR provenant du clone 

PR107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En début de maturation, la P0 augmente plus ou moins intensément mais peut également diminuer 

(Figure 10). Les valeurs de P0 après 5 jours de maturation sont déjà très disperses avec des valeurs 

fluctuant entre 12 et 60. À partir de 5 ou 10 jours de maturation, la P0 se stabilise ou évolue peu. Les 

principales évolutions de P0 se font en début de maturation. Dans le cas d’un caoutchouc coagulé à 

(B) (A) 

Figure 10 : Évolution de la P0 (A) et du PRI (B) au cours du temps de maturation d’après les résultats de 
5 études  
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l’acide, une augmentation de la P0 avant 2 jours suivie d’une diminution après 6 jours a été observée 

au cours de la maturation (Intapun 2009).  

Une chute du PRI plus ou moins marquée est observée dans toutes les études (Figure 10). Il serait 

possible que le métabolisme microbien libère des composés prooxydants (métaux poisons ou acides 

gras) ou dégrade ou inactive des antioxydants (Intapun 2009). Les protéines étant des antioxydants 

naturels, leurs dégradations lors de la maturation seraient une des causes de la diminution du PRI 

(Compagnon 1986; Zhong, Li et al. 2009). La dégradation des protéines pourrait également libérer 

des peptides courts contenant de l’histidine et capables de chélater les métaux tels que le cuivre, 

cobalt, nickel et zinc ce qui entrainerait l’augmentation du PRI (Intapun 2009). La dégradation des 

protéines et des enzymes pourraient au contraire libérer des ions cuivre, fer et manganèse 

augmentant ainsi la sensibilité du caoutchouc à l’oxydation et diminuant son PRI (Hasma 1990) 

(Varghese, Thomas et al. 2005). Il a été observé que le taux de cuivre libre augmente au cours de la 

maturation (Watson 1969). D’après l’ORSTOM, les métaux tels que le Cu, Mn et Fe pourraient être, 

sous une forme plus ou moins solubilisée dans le caoutchouc par des acides gras, les agents de la 

dégradation du PRI (Lévêque 1975).  

Il est également possible d’observer une baisse du PRI alors que le taux de tocotriénols (antioxydant 

naturel) augmente. La quantité d’antioxydants serait importante pour protéger le caoutchouc mais 

pas suffisante. Les antioxydants pourraient être efficaces seulement avec une bonne répartition 

homogène dans le matériau. Leurs localisations seraient également un élément clé. Les antioxydants 

pourraient être inefficaces si emprisonnés dans l’enveloppe des particules de caoutchouc (Na-

Ranong, Livonierre et al. 1995). 

La mésostructure évolue également au cours de la maturation. Avant les 2 premiers jours de 

maturation, la Mw diminue et la Mn et le gel total augmente pour un caoutchouc coagulé à l’acide 

puis se stabilise. L’augmentation de la Mn pourrait être liée aux passages des petites chaînes de 

caoutchouc présentes dans la fraction soluble dans la phase gel (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). 

Lors de maturation par coagulation naturelle, une chute de la Mw et de la Mn a été observée entre 4 

et 24 jours de maturation. Entre la distribution des masses molaires de chaînes d’un caoutchouc 

maturé et non maturé, la différence se situe au niveau des chaînes de petites masses présentes dans 

le caoutchouc non maturé mais absentes dans le caoutchouc maturé (Cocard, Bonfils et al. 2006). Il a 

été rapporté que l’évolution de la mésotructure lors de la maturation dépendait également de la 

MMD0 selon que la distribution native des masses molaires soit unimodale ou bimodale (Cocard, 

Bonfils et al. 2006). Cette diminution de la Mw et de la Mn serait liée à des phénomènes de réduction 

de taille des chaînes par des mécanismes de scissions. 

Les évolutions de la P0 et du PRI ne sont pas strictement corrélés (Loyen et de Livonnière 1975). Une 

chute du PRI peut intervenir lors des premiers jours de maturation alors que le P0 et la viscosité 

Mooney augmentent (Zhong, Li et al. 2009) (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). L’évolution de la P0 

serait le résultat d’un équilibre entre des réticulations faisant augmenter la P0 et des scissions par 

oxydation faisant diminuer la P0. Les mécanismes de réticulations sembleraient être plus intenses 

que les mécanismes de scissions en début de maturation (Intapun 2009). L’évolution de la P0 lors des 

premiers jours de maturation serait liée à des phénomènes dont les mécanismes pourraient être 

similaires à ceux en jeu au cours du durcissement au stockage (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). 
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Il existerait une corrélation positive entre chute du PRI et chute de Mw lors de la maturation : la chute 

du PRI, signe de la diminution de la résistance à l’oxydation du caoutchouc, s’accompagnerait de plus 

nombreuses réactions de scissions qui expliqueraient la chute de Mw. Ces réactions de scissions 

entraîneraient la formation de radicaux libres qui attaqueraient les doubles liaisons des chaînes 

macromoléculaires (Na-Ranong, Livonierre et al. 1995) 

 Implication des microorganismes B.

Les évolutions des propriétés du à la maturation ont été très rapidement liées aux activités 

microbiennes. Il a été rapporté dès le début des années 70 que l’amélioration des propriétés du 

caoutchouc, particulièrement du PRI, était possible par une destruction ou une inactivation des 

microorganismes. L’impact sur la P0 serait plus controversée (IRCA 1973) (Varghese, Thomas et al. 

2005) (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). L’utilisation de fongicides n’aurait pas d’impact sur les 

propriétés contrairement à l’utilisation de bactéricides (Lévêque 1975). Par ailleurs, les antibiotiques 

les plus efficaces sont ceux agissant sur les bactéries Gram-négatives (IRCA 1973).  

L’étude d’Intapun (2010) a montré clairement le lien quantitatif entre niveau de contamination 

microbienne du latex et évolution de certaines propriétés du caoutchouc obtenu. Elle a contrôlé les 

quantités de microorganismes initiales ajoutées dans du latex peu contaminé provenant du clone 

RRIM600. Ce latex a ensuite été coagulé à l’acide.  

Le traitement avec peu de microorganismes initiaux (104 UFC/ml) n’a montré aucune évolution de la 

P0, du PRI et de la Mw pendant les 6 jours de maturation. Au contraire l’ajout d’une quantité 

croissante de microorganismes a entraîné des variations de la P0 pouvant aller jusqu’à 38% 

d’augmentation ou 20% de diminution. La chute du PRI était également proportionnelle à la quantité 

initiale de microorganismes ajoutée dans le latex. La Mw chutait également plus rapidement avec un 

ajout croissant de microorganismes et passait de 1500 kg/mol à 1150 kg/mol en présence de 

microorganismes actifs. La quantité de gel augmentait avec ou sans microorganismes actifs pendant 

les 2 premiers jours pour atteindre ensuite un plateau. Ce plateau était de plus en plus haut lorsque 

les quantités initiales de microorganismes étaient plus importantes.  

Les microorganismes semblent donc être impliqués à la fois dans les phénomènes de réticulations et 

de scissions qui ont des effets contraires sur la P0. Cette augmentation de la P0 serait liée au 

phénomène de réticulation et serait accentuée par la présence de microorganismes actifs (Intapun, 

Sainte-Beuve et al. 2010). Les microorganismes pourraient interagir avec les groupements anormaux 

des chaînes de polyisoprène et avec les composés non isoprènes (Intapun 2009). 
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V. Microorganismes et évolution physico-chimique et biochimique du 

caoutchouc naturel  
 

À notre connaissance aucune étude n’a été menée sur l’évolution des minéraux lors de la 

maturation. 

 Évolution du pH A.

Le pH du latex après la saignée est proche de la neutralité. Ce pH diminue brutalement lors de la 

maturation en 5 jours environ pour atteindre 5,3 dans le sérum de coagulum puis remonte jusqu’à sa 

valeur initiale au bout de 15 jours pour ensuite atteindre 9 (Hanower, Cretin et al. 1980). Lors de la 

maturation, une première étape d’acidification puis une étape d’alcalinisation est observée. Lors de 

cette étude, le pH mesuré après 30 jours de maturation semblait différent selon les clones. Il était en 

effet de 6,8 pour le clone GT1 et de 4,6 pour le clone PR 107 (Hanower, Cretin et al. 1980). La 

remontée de pH serait observée uniquement en présence d’oxygène (Intapun 2009). 

Les évolutions de pH seraient déclenchées par les activités microbiennes. L’évolution du pH serait le 

résultat d’un équilibre entre production d’acides par fermentation des sucres (Philpott et Sekar 1953) 

et alcalinisation par consommation des acides organiques et libération d’ammoniac par dégradation 

des protéines (Chat, Pujarniscle et al. 1961; Satchuthananthavale 1971; Intapun, Sainte-Beuve et al. 

2010) 

 Dégradation des sucres et production d’acides gras volatils (AGV) B.

Les principaux acides produits lors de la phase d’acidification seraient de l’acide formique, acétique, 

lactique, butyrique et propionique (Compagnon 1986; D'Auzac, Jacob et al. 1989). La plupart de ces 

acides sont des acides gras volatils (AGV) ce qui expliqueraient les fortes odeurs senties sur champs 

ou en usine. La quantité d’AGV produite serait directement liée aux quantités de microorganismes 

(Lowe 1959) (Taysum 1961) et particulièrement aux bactéries lactiques (ordre des Lactobacillales) à 

l’exception du genre Lactobacillus (Taysum 1957). La mesure du taux d’AGV dans le latex est 

d’ailleurs un des critères qualité importants du latex ou du latex concentré qui est mesuré afin 

d‘estimer le degré de fermentation de celui-ci (Lowe 1960).  

Les AGV sont produits à partir de la fermentation des sucres. Sur du latex ammonié, il a été montré 

que le glucose était un des substrats menant à la formation des AGV mais non le québrachitol. La 

production d’AGV serait également amplifiée par l’addition d’acides aminés ce qui laisse penser 

qu’un des substrats des AGV seraient un complexe glucose-amine. Par ailleurs, la dégradation des 

protéines ne seraient pas liée à la formation des AGV (Lowe 1960). 

Une autre réaction qui serait probablement impliquée dans la formation de composés volatils est 

l’oxydation des lipides insaturés en condition aérobie (Sakdapipanich, J. et al. 2006).  

La dégradation du québrachitol lors de la maturation n’a pas été encore rapportée et aucun 

microorganisme capable de le dégrader n’a été isolé. Durant 11 jours de stockage de latex ammonié, 

le québrachitol, le m et l-inositol n’ont pas été dégradés (Lowe 1960). John et al. (1966) ont isolé 12 

souches du latex et les ont testées pour leur capacité à dégrader les sucres et le québrachitol. Parmi 
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elles, Enterobacter aerogenes et Achromobacter delicatus étaient capables de métaboliser le 

québrachitol par une voie métabolique oxydative libérant des acides. Le québrachitol serait donc 

possiblement un substrat de la production des acides organiques (John 1966). 

 Dégradation des protéines C.

La dégradation des protéines est souvent supposée comme étant un des mécanismes majeurs 

amenant à la libération d’ammoniac et à l’augmentation du pH dans le sérum de coagulum.  

Lors des travaux de Taysum (1961), une dégradation des protéines a été observée qui devenait 

significative après 4 jours de maturation et 50% de déprotéinisation était atteinte au bout de 8 jours.  

Par dosage de l’azote dans des caoutchoucs de grade TSR, il a été observé que le taux d’azote 

diminuait au cours du temps de maturation dans des crêpes de caoutchouc de grade TSR. Le taux 

d’azote retrouvé dans le caoutchouc coagulé à l’acide sans maturation était de 0,55% pour atteindre 

ensuite 0,30% après 30 jours de maturation. Une perte d’azote plus rapide était observée entre 3 et 

15 jours de maturation (Zhong, Li et al. 2009). 

 Dégradations des lipides D.

La dégradation des lipides neutres a été peu étudiée et aucune étude n’a été trouvée sur la 

dégradation des lipides polaires (glycolipides et phospholipides) lors de la maturation. Toutefois il a 

été montré que ces lipides polaires étaient beaucoup moins présents dans des feuilles de caoutchouc 

que dans le latex laissant penser qu’il serait rapidement hydrolysé lors de la coagulation ou perdu 

lors des lavages (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). Il a été supposé qu’une oxydation des lipides 

insaturés ou des triglycérides en condition aérobie pourrait se produire. Cette réaction d’oxydation 

serait accélérée par les métaux, la lumière, la chaleur et par différents inhibiteurs. L’oxydation des 

lipides pourrait se faire par des mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques (Sakdapipanich, J. et 

al. 2006) 

La dégradation des tocotriénols dans le caoutchouc sec lors de la maturation a été rapportée dans 

quelques études. Entre un caoutchouc coagulé à l’acide et un caoutchouc coagulé naturellement, le 

taux de tocotriénols était respectivement de 0.09% (m/m vs caoutchouc sec) et de 0.08% (Hasma 

1990). D’après ce même auteur, il y aurait tout de même une perte de tocotriénols lors de l’usinage 

(0,1%), mais le taux de tocotriénol resterait suffisant pour avoir un effet protecteur même après une 

maturation prolongée (Hasma 1990). Au contraire, une autre étude a montré que la quantité de y-

tocotriénol diminue au cours de la maturation avec ou sans présence de microorganismes. Cette 

diminution ne serait donc pas liée à un mécanisme microbien (Caulet 2009).  

Une mesure des acides gras libres pendant les 6 premiers jours de maturation a été réalisée. Sans 

microorganismes, le taux d’acides gras libres augmente au cours de la maturation probablement du 

fait de l’activité résiduelle des lipases natives du latex. L’ajout de microorganismes augmente le taux 

initial d’acides gras libres. L’évolution du profil de composition en acides gras libres lors des 6 

premiers jours est différente avec l’ajout de microorganismes. Il y aurait donc une libération de ces 

acides gras libres par des enzymes natives du latex puis une utilisation par les microorganismes 

(Caulet 2009).  
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L’impact de la maturation sur les lipides du caoutchouc sec a également été étudié en comparant des 

feuilles coagulées à l’acide (USS) maturées 5 à 7 jours et non maturées produites à partir du latex du 

clone PB235. Les lipides totaux auraient tendance à être plus importants dans les feuilles maturées 

(2.15% contre 2.06 % m/m caoutchouc sec) mais sans différence significative observée. Les 

triglycérides d’acide gras furanique n’étaient plus observés sur feuilles maturées. Les acides gras 

libres étaient plus importants dans les feuilles non maturées (22,6% vs lipides totaux) que dans les 

feuilles maturées (9,50% vs lipides totaux) avec une différence observée dans la composition en 

acides gras. Les acides gras libres insaturés étaient plus présents dans les feuilles non-maturées tels 

que l’acide linoléique (44% contre 24%), l’acide linolénique (2% contre 1%) et l’acide furanique (21% 

contre 9%). Dans les feuilles maturées, beaucoup plus d’acides gras saturés étaient présents comme 

l’acide myristique (0,4%), l’acide palmitique (15,5%), l’acide palmitoléique (1,9%), l’acide stéarique 

(33%) et l’acide arachidique (3,5%). Un phénomène de biodégradation de l’acide linoléique et de 

l’acide gras furanique pourrait se produire lors de la maturation. Cette dégradation des acides gras 

pourrait être compensée par la production d’autres lipides microbiens, ceci ne faisant pas diminuer 

la quantité totale de lipides. Peu de différences ont été retrouvées pour les lipides insaponifiables 

entre les feuilles maturées et non maturées excepté pour l’α-tocotriénol qui était plus faible dans les 

feuilles maturées et le stigmastérol qui était plus important dans les feuilles maturées (Phakagrong 

2010).  

 Brunissement du caoutchouc E.

La couleur du caoutchouc est un des critères de qualité du caoutchouc défini dans la norme ISO2000. 

Il a été observé des différences de couleurs entre des crêpes provenant de coagulums maturés 

pendant 5 semaines sur deux clones différents avec ou sans ajout de microorganismes. Lorsque le 

latex était stérilisé 1 h à 100°C dans un autoclave, la couleur des crêpes n’a pas évolué durant la 

maturation alors qu’avec microorganismes actifs les crêpes étaient devenues plus foncées (IRCA 

1972). En inoculant un latex avec différentes souches bactériennes, les caoutchoucs ainsi obtenus 

étaient de couleurs différentes (Satchuthananthavale 1971) 

 Dégradation du polyisoprène F.

La dégradation de la macromolécule a été étudiée depuis 100 ans environ (Rose et Steinbuchel 

2005). L’IRCA (1972) a émis très tôt l’hypothèse d’une dégradation de la macromolécule par des 

actinomycètes. Spence (1936) a réalisé des expériences d’inoculation de latex stérile d’hévéa avec 

des actinomycètes du sol. Il observe une dégradation de 70% du caoutchouc naturel (en masse) 

après 4 semaines d’incubation à 30°C dans le noir. Au cours de la dégradation, le latex noircit. Après 

trois semaines de dégradation l’aspect laiteux du latex avait disparu pour laisser place à un résidu 

brun dans un sérum brun. Ce résidu devient noir au séchage et est friable et dur. Par précipitation 

des protéines solubles dans les coagulums avec du TCA et du benzène, il observe que cette masse 

correspond à des débris cellulaires d’actinomycètes. Il a également observé une solubilisation plus 

facile des coagulums au cours du temps avec une diminution de la proportion de gel et une 

diminution de la masse des coagulums. Il en a conclu qu’il pourrait s’opérer une réaction de 

dégradation du caoutchouc de la phase gel (Spence et John 1939).  
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Les études de dégradation du polyisoprène ont été réalisées dans le cadre de recherche sur le 

recyclage et la dégradation des déchets dans le sol. Ces bactéries ont été isolées notamment par 

culture sur des milieux contenant du polyisoprène comme seul source de carbone en appliquant une 

couche de latex centrifugé pour ne récupérer que la phase caoutchouc. 

 

Deux groupes de bactéries capables de dégrader le caoutchouc ont été identifiés. Le premier groupe 

de bactéries forme une zone plus claire sur une boîte de Pétri indiquant une activité enzymatique 

extracellulaire (Clearing zone forming bacteria). Ces bactéries appartiennent aux genres 

Actinomadura, Actinoplanes, Dactylosporangium, Micromonospora, Microtetraspora, Nocardia, et 

Streptomyces. Il s’agit de bactéries Gram-positive (Broker, Dietz et al. 2008). La dégradation du 

polyisoprène par ces microorganismes est un processus lent et la croissance de ces bactéries est 

aussi lente. Il existe toutefois des exceptions comme Xanthomonas sp. 35Y qui réduit la masse de 

caoutchouc naturel de 60% en 7 jours (Rose et Steinbuchel 2005).  

 

Le deuxième groupe s’attache directement sur le caoutchouc (adhesively growing bacteria) et 

comprend les genres Gordonia (Gram +) (Gordonia polyisoprenivorans et Gordonia westfalica), 

Corynebacterium Mycobacterium (Gram +) , et Nocardia (Gram +) (Broker, Dietz et al. 2008). La 

cinétique de dégradation par ce deuxième groupe est beaucoup plus rapide (Rose et Steinbuchel 

2005). Cette dégradation peut se faire également par deux bactéries Gram-négatives : Pseudomonas 

aeruginosa et Xanthomonas spp. (Cherian et Jayachandran 2009). Ces deux bactéries ont des 

cinétiques de croissance rapide, comme Alcaligenes xylosoxidans T2 (Gram -) (Gu et Pan 2006). 

Bacillus sp. (Gram +) est également capable de dégrader le polyisoprène (Cherian et Jayachandran 

2009).  

 

Cette dégradation conduit à la formation de groupements anormaux tels que les groupements 

aldéhydes et cétones. Des acides carboxyliques se formeraient après l’apparition des groupes alcools 

et aldéhydes (Cherian et Jayachandran 2009). 

Le mécanisme de dégradation du polyisoprène se fait par un clivage oxydatif de la double liaison 

observée par analyse FTIR (spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier). Deux enzymes clés 

ont été identifiées comme participant à ce mécanisme : RoxA (Rubber oxygenase A) (65 kDa) isolée 

de Xanthomonas sp. et Lcpk30 isolée de Streptomyces sp. K30. Cette dégradation pourrait également 

se faire par des enzymes produisant des radicaux libres. Deux couples ont été étudiés : 

lipoxygénase/acide linoléique et peroxydase/1-hydroxybenzotriazole. Ces enzymes génèrent des 

radicaux d’acide linoléique ou d’hydroxybenzotriazole entraînant la scission de la chaîne au niveau 

des radicaux alkoxyl dérivés de la β-scission du polyisoprène (Rose et Steinbuchel 2005).  
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VI. Conclusion 
 

La bibliographie décrit la présence de microorganismes dans le latex et les coagula. Ces 

microorganismes ont été quantifiés et caractérisés dans le latex par des méthodes de culture. 

Toutefois, très peu d’études ont porté sur la caractérisation de ces microorganismes après 

coagulation du latex. Il serait donc intéressant dans ce contexte d’étudier les communautés 

microbiennes dans le latex et les coagula par des méthodes ne nécessitant pas d’étapes de culture, 

via des méthodes de séquençage de l’ADN des microorganismes notamment. Les propriétés et la 

structure du caoutchouc sec ainsi que sa composition biochimique en composés non-isoprènes 

évoluent au cours de la maturation des coagula. Les précédents travaux ont mis clairement en 

évidence l’importance des composés non-isoprènes dans la structure et les propriétés du caoutchouc 

naturel. L’impact des microorganismes sur l’évolution des propriétés et la structure du caoutchouc 

naturel lors de la maturation a également été mis en évidence. Cependant les familles de 

microorganismes responsables de ces modifications de structure et de propriétés ainsi que leurs 

modes d’action restent inconnus. En effet ces microorganismes pourraient être responsable en 

partie de la dégradation des composés non-isoprènes du caoutchouc mais également de la 

production de certains composés ayant un impact sur les propriétés du caoutchouc. Les 

modifications biochimiques induites par les activités microbiennes et leurs impacts sur la structure et 

les propriétés du caoutchouc restent donc à approfondir afin de pouvoir à terme maitriser et orienter 

la qualité du caoutchouc naturel produit. Les travaux de la présente thèse se positionnent dans ce 

contexte et ont pour objectif d’approfondir les connaissances sur les communautés microbiennes du 

latex et des coagula lors de la maturation et leurs impacts sur la structure et les propriétés du 

caoutchouc sec. 
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I. Méthodologie d’échantillonnage 

 Récolte du latex et préparation de l’inoculum A.

 Origine du latex 1.

Le latex provient de la plantation d’Hevea brasiliensis du campus de Prince of Songkla University à 

Surat-Thani dans le sud de la Thaïlande. Le génotype (ou clone) des arbres prélevés est RRIM600. 

Cette plantation a été créée en 1990 et l’exploitation a démarré en 1997.  

 Récolte du latex  2.

a. Saignée propre 

La méthode de saignée propre est la même que celle utilisée dans les travaux d’Intapun (2010) à la 

différence que le couteau de saignée n’a pas été autoclavé mais stérilisé à l’éthanol 70% et flambé 

avant chaque saignée et que l’encoche a été nettoyée avec de l’eau stérile sans éthanol 70%.  

Avant de réaliser l’entaille, l’écorce de l’arbre est grattée à l’aide d’une gouttière en dessous et au-

dessus de l’encoche sur une hauteur de 2 cm puis la région nettoyée avec un coton imbibé d’eau 

stérile. La saignée se fait par un opérateur portant des gants de latex à l’aide d’un couteau stérilisé. 

Les premières gouttes de latex ne sont pas récoltées. Puis le système de récolte du latex 

préalablement autoclavé (15min. 120°C) est mis en place en dessous de l’encoche. Il est constitué 

d’un sac plastique (15 x 23 cm résistant à la chaleur) connecté à un tube en plastique et à une 

gouttière métallique. Le sac plastique recueillant le latex repose sur une tasse de récolte propre 

contenant de la glace. Le tout est protégé par une bâche en plastique (60 x 70 cm) accrochée à 

l’arbre (cerclage 10 cm au-dessus de l’encoche) (Figure 11). 

Entre 20 et 45 arbres sont sélectionnés selon la quantité de latex 

requis et la période de saignée. Les arbres sont sélectionnés sur la 

même zone de la plantation et selon deux critères de sélection : un 

tronc de diamètre minimum de 20 cm et le bas du panneau se 

trouvant au moins 50 cm au-dessus du sol. Les arbres sélectionnés 

présentent des hauteurs de panneaux diverses et représentatives de 

l’ensemble. Les saignées sont effectuées entre 6 et 8h du matin. Le 

système de saignée utilisé est S/2, 3d4 (encoche réalisée sur une 

demi-spirale, trois jours sur quatre, sans stimulation). Les sachets sont 

récupérés vers 10h après 1h30 à 2h30 d’écoulement du latex selon 

les arbres. Les sachets sont fermés avec un élastique et transportés 

dans une glacière contenant des glaçons. Le tout est acheminé à la 

halle technologique de maturation. 

 

 
Figure 11 : Photo du système de saignée 
propre 
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b. Saignée classique 

Pour la saignée classique, une encoche est réalisée dans l’écorce de l’arbre avec un couteau puis le 

latex s’écoule le long de l’encoche puis dans la gouttière et tombe directement dans la tasse de 

récolte. Les tasses utilisées sont déjà usagées, non nettoyées mais le sérum restant au fond de la 

tasse est enlevé. Le latex coagule ensuite sur champs dans les tasses. La sélection des arbres se fait 

sur les mêmes critères que pour la saignée propre. Les arbres sont sélectionnés dans la même zone 

de la plantation et le nombre d’arbres est choisi en fonction de la quantité de latex requise. Une 

partie des arbres est la même que celle de la saignée propre mais pas en totalité. Le type de saignée 

est identique à la saignée propre. 

 Préparation de l’inoculum 3.

a. Inoculum « non contrôlé » 

L’inoculum « non contrôlé » correspond à du sérum de coagulum de champs de différents temps de 

maturation. Du sérum exsudé dans la tasse et du sérum piégé dans le coagulum sont récupérés et 

mélangés dans un sachet plastique. Trois coagulums localisés dans la même zone que les saignées 

sont sélectionnés. Le sérum à l’intérieur du coagulum est récupéré en pressant le coagulum à la main 

avec des gants de latex. Puis 60 mL du sérum ainsi récolté sont répartis dans deux tubes à centrifuger 

de 50 mL et centrifugés à 8000 x g pendant 5 min à température ambiante. Le surnageant est éliminé 

délicatement et 30 mL d’eau physiologique sont ajoutés dans chaque tube. Pour l’ensemble de cette 

étude, l’eau physiologique est préparée en mélangeant de l’eau ultrapure et du NaCl à une 

concentration de 0,9%. La solution est ensuite autoclavée 15 min à 120°C. Le culot est resuspendu en 

vortexant vigoureusement. L’étape de centrifugation est répétée et chaque culot de 

microorganismes resuspendu dans 30 mL d’eau physiologique. Cet inoculum est donc lavé, non 

concentré et utilisé frais.  

b. Inoculum « contrôlé » 

L’inoculum contrôlé est préparé à partir de sérum de coagulum maturé sur champs pendant 2 jours 

(48h). Pour cela, une saignée classique est réalisée et après 2 h d’écoulement le latex de 36 tasses est 

récolté et homogénéisé dans un seau. Le latex homogénéisé est réparti dans 13 tasses. Les tasses 

sont laissées sur la plantation au sol pour coagulation et protégées de la pluie par une bâche 

plastique. Après deux jours de maturation, les coagulums sont pressés dans leurs tasses contenant 

déjà du sérum exsudé. Les sérums sont transférés et mélangés dans une bouteille Duran de 1L stérile 

et transportés jusqu’au laboratoire. Puis environ 700 mL de sérum ainsi obtenus sont centrifugés 5 

min à 6000 x g à température ambiante. Le surnageant est éliminé délicatement et le culot est 

resuspendu dans le même volume d’eau physiologique. L’étape de centrifugation est répétée et le 

culot resuspendu dans un volume 5 fois plus petit d’un mélange d’eau physiologique et d’une 

solution aqueuse stérile de glycérol à 30% afin de concentrer l’inoculum 5 fois. L’inoculum est 

aliquoté dans plusieurs cryotubes de 2 mL et stocké à -80°C jusqu’à utilisation. 
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 Maturations contrôlées  B.

 Préparation des lots de latex 1.

Les différents sachets contenant le latex sont vidés dans un contenant de 5 L propre et 

préalablement nettoyé à l’éthanol 70%. Ce contenant se trouve dans la glace. Le latex est 

homogénéisé doucement avec une barre en verre stérile. Différents lots de latex sont préparés. Pour 

chacun d’entre eux, la présence et la quantité de microorganismes sont contrôlés par ajout 

d’inoculum et d’azoture de sodium. En fonction du mode de coagulation, un ajout d’acide formique 

est opéré. Ainsi trois lots de latex sont préparés comme présenté dans la Figure 12: avec 

microorganismes et coagulation naturelle (M+F-), avec microorganismes et coagulation acide (M+F+) 

et à teneur réduite en microorganismes et coagulation acide (M-F+). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Inoculation et stabilisation du latex 

Le latex est préparé avec microorganismes actifs (M+) ou à teneur réduite en microorganismes (M-). 

Pour le latex avec microorganismes actifs (M+), le volume nécessaire d’inoculum pour atteindre une 

concentration en microorganismes de 106 CFU/mL est ajouté. Cette dernière concentration 

correspond à la quantité obtenue en moyenne sur latex frais par saignée classique. Pour 1 L de latex, 

20 mL d’inoculum sont ajoutés ou 4 mL si l’inoculum est concentré 5 fois. Le latex est ensuite 

homogénéisé avec une barre de verre. Pour le latex à teneur réduite en microorganismes (M-), aucun 

inoculum n’est ajouté et le latex est également stabilisé par ajout d’une solution d’azoture de sodium 

(Sigma) 10% afin d’atteindre une concentration finale de 0,2% dans le latex. L’azoture de sodium agit 

comme un antibiotique et à cette concentration empêche le développement des microorganismes. 

Ce bactéricide agit particulièrement sur les bactéries Gram-négatives et quelques Gram-positives en 

inhibant la cytochrome oxydase et donc les voies métaboliques de la respiration. Certaines bactéries 

comme les streptocoques et les lactobacilles sont résistantes (Lichstein 1944). Après ajout d’azoture 

de sodium, le latex est de nouveau homogénéisé.  

Latex 

Avec microorganismes actifs 

(M+) 

À teneur réduite en 

microorganismes (M-) 

Coagulation naturelle (F-) 

Coagulation acide (F+) 

Coagulation acide (F+) 

M+F- 

M-F+ 

Figure 12 : Schéma des différents lots de latex préparés 

M+F+ 



   MATÉRIELS ET MÉTHODES 

42 

b. Coagulation provoquée ou naturelle 

La coagulation est naturelle (F-) ou provoquée (F+) par ajout d’acide formique. Pour la coagulation 

provoquée, de l’acide formique 5% est ajouté doucement avec une pipette tout en homogénéisant 

avec une tige en verre jusqu’à atteindre un pH de 5,2 mesuré à l’aide d’une sonde pH (SenTix MIC, 

VWR Weilheim, Germany) reliée à un pH mètre (Multi 350, VWR, Weilheim, Germany). Les lots de 

latex sans microorganisme sont systématiquement coagulés à l’acide. La coagulation naturelle se fait 

spontanément au bout de 24 à 48 h.  

c. Répartition du latex dans les verres 

Une fois les différents lots de latex prêts, 45 mL de latex sont versés dans des petits verres de 50 mL 

(diamètre inférieur 3 cm, diamètre supérieur 4 cm, hauteur 5 cm) préalablement autoclavés et pesés 

(Figure 13A). Ces mêmes verres sont placés dans des coupelle en plastique (Figure 13B) de 

polycarbonate neuves (2x3x4cm) préalablement marquées à un niveau de 1 cm afin de récupérer le 

sérum expulsé du verre lors de la coagulation. Le tout est pesé. Les verres remplis de 45 mL de latex 

accompagnés des coupelles sont ensuite placés dans le pilote de maturation. 

 

 

 Description du pilote de maturation contrôlée 2.

a. Pilote de maturation 

Le pilote de maturation situé à Prince of Songkla University a été mis au point par Jutharat Intapun 

(2010). Il s’agit d’un système permettant de réaliser des maturations en contrôlant certains 

paramètres tels que la stérilité, la température, l’humidité relative et la teneur en oxygène de 

l’atmosphère environnant les mini-coagulums. Le pilote peut contenir 6 boîtes hermétiques (28 x 18 

x 18 cm). Chaque boîte peut contenir 15 verres remplis de latex avec leurs coupelles. La Figure 14 

montre l’organisation générale du système. 

Figure 13 : Schéma du verre contenant le latex (a) et du verre dans sa coupelle (b) 

5 cm 

3 cm 

4 cm 

4 cm 

3 cm 

2 cm 
(A) (B) 
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b. Contrôle de la température 

Les petites boîtes contenant les échantillons se trouvent dans une grosse boîte isotherme (60 x 60 x 

110 cm), correspondant aux grandes boîtes N°1 et N°2 sur Figure 14, remplie d’eau permettant ainsi 

de réguler la température. Une troisième grosse boîte isotherme contient un réservoir d’eau 

thermostatée à 40°C grâce à un thermorégulateur (Polystat, Cole-Parmer) et l’eau circule de ce 

réservoir vers les grandes boîtes N°1 et 2 ainsi que vers la colonne d’eau grâce à une pompe (900L/h, 

Power Head AP 1600, Sonic, China) et des tuyaux d’alimentation et de retour. Le niveau d’eau dans 

les grandes boîtes et dans la colonne d’eau est stabilisé en jouant sur le débit de l’eau grâce à 

l’ouverture et la fermeture d’une série de valves (Figure 14). L’eau arrive ainsi au ¾ de la hauteur des 

grandes boîtes et à 80 cm de hauteur la colonne permettant d’humidifier les gaz.   

c. Contrôle du débit, humidité relative et teneur en oxygène du gaz 

Le système comprend également deux circuits de gaz indépendants réalisés en tubes de 

polyuréthane (diamètre extérieur de 8 mm et intérieur de 5 mm) reliés entre eux par des 

connecteurs de type One-Touch (JEL PC, DINGAN, China). Le premier circuit correspond à un circuit 

d’air (80% d’azote et 20% d’oxygène) (en bleu foncé sur Figure 14) et le deuxième circuit à un circuit 

d’azote pur (en orange sur la Figure 14). Le circuit d’air est utilisé pour les maturations en aérobiose 

et le circuit d’azote pour les maturations en anaérobiose. L’azote est fourni par des bouteilles de 9 

m3 (99% N2, Thai Industrial Gazes PCL td, Thaïlande) et l’air atmosphérique par un compresseur (XM 

2540 3 HP, Puma). Le débit et l’humidité relative de ces gaz sont contrôlés :  

- Le débit de l’air et de l’azote peuvent être régulé grâce à une valve reliée à un régulateur 

de pression en sortie du compresseur et de la bouteille d’azote et également en jouant sur 

des débitmètres se trouvant en entrée et en sortie de colonne d’eau (débitmètre air N°1 et 

N°2 et azote N°1 et N°2 sur Figure 14). Le débit d’azote en sortie des débitmètres se 

trouvant juste avant l’entrée dans les petites boîtes est de 1 L/min.  

 

- L’humidité relative des gaz peut être contrôlée en passant ces gaz dans une colonne d’eau 

permettant de les charger en eau puis l’autre partie dans une colonne de silica gel 

permettant d’obtenir un gaz sec. Dans cette étude, les gaz ont été utilisés avec leur 

humidité relative maximale. Les colonnes de silica gel n’ont donc pas été utilisées. La 

colonne d’eau est présentée sur la Figure 15. La colonne d’eau est un tube en 

polycarbonate (épaisseur de 2 cm, diamètre extérieur de 10 cm, hauteur de 100 cm) équipé 

en haut d’un bouchon en PVC (diamètre de 5 cm). Le tuyau du circuit de gaz en sortie du 

compresseur ou de la bouteille d’azote plonge dans la colonne d’eau pour se retrouver 10 

cm au-dessus du fond. A l’extrémité du tube se trouve un diffuseur en pierre et le gaz 

remonte le long de la colonne sous forme de petites bulles pour repartir dans le système 

par un tuyau sortant en haut de la colonne.  

Le gaz d’humidité relative, de débit et de teneur en oxygène définis arrive ensuite dans les petites 

boîtes de maturation. Le gaz est réparti dans la boîte en arrivant dans un tube déposé dans la largeur 

de la boîte et percé tout du long. Les gaz sont stérilisés avant d’entrer dans les petites boîtes de 

maturation grâce à des filtres de porosité 0,3 µm. L’humidité du gaz et sa température sont 



   MATÉRIELS ET MÉTHODES 

44 

mesurées grâce à une sonde (Digital Humidity Sensor SHT 15, Sensirion AG, Staefa ZH, Switzerland) 

reliée à un système d’acquisition des données (Equipement scientifique V2.2, PSU Hat Yai, Thailand) 

puis à un ordinateur. La teneur en oxygène du gaz est suivie grâce à une sonde (Conox 3, VWR 

GmbH, Weilheim, Germany) connectée à un multimètre (Multi 350 model, VWR GmbH, Weilheim, 

Germany). La sonde à oxygène a été au préalable étalonnée selon les recommandations du 

fournisseur.  

Avant chaque nouvelle série de maturation le pilote de maturation est nettoyé et désinfecté à 

l’éthanol 70% et du sulfate de cuivre (environ 1 mg/L) est ajouté dans l’eau du système de 

thermorégulation afin de prévenir la croissance de microorganismes. 
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 Maturation semi-immergée 3.

Après 2 jours de maturation, le latex contenu dans les verres coagule et les coagulums sont retirés du 

verre à l’aide d’une pince stérile autour d’une flamme. Les coagulums sont alors placés dans la 

coupelle en plastique correspondante puis remplie d’eau bidistillée autoclavée jusqu’à atteindre 1 

cm de hauteur (Figure 16). De l’eau est ajoutée tous les jours afin de réajuster le niveau. 
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Figure 15 : Schéma des colonnes d'eau du circuit de maturation contrôlée 

(A) 

Figure 16 : Schéma (A) et photo (B) du système semi-immergé avec le coagulum dans sa coupelle 
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 Préparation et transport des échantillons C.

 Préparation des échantillons de sérum de latex 1.

Le sérum contenu dans le latex frais est préparé en Thaïlande pour réaliser des analyses 

biochimiques ultérieurement en France afin d’obtenir des informations biochimiques sur le sérum 

avant maturation.  

Pour les échantillons dédiés au dosage des sucres totaux, la méthode du diagnostic latex (DL) est 

utilisée (Jacob, J.C et al. 1989). Elle propose une coagulation dans de l’acide trichloracétique qui dilue 

10 fois le latex. Pour les échantillons dédiés au dosage des acides organiques et de certains sucres qui 

sont analysés en HPLC-MS, une dilution d’un facteur 5 est utilisée.  

Une solution TCA/EDTA est préparée en mélangeant pour 100 mL de volume final, 684 µL de solution 

d’EDTA 0,5 M (pH 8) (§ III.B.1.a) et 2,5 mL de TCA 99% (Sigma). Suivant la méthode du DL, le latex est 

dilué 10 fois et coagulé dans une solution de TCA (2,5%) et d’EDTA (0,1%). Pour cela 1 mL de latex est 

ajouté goutte à goutte dans un tube à centrifuger de 15 mL contenant 9 mL de solution de 

TCA/EDTA. Le tube est refermé et agité plusieurs fois par retournement. Puis le coagulum est pressé 

avec une spatule et le surnageant récupéré. Celui-ci est filtré grossièrement (papier filtre) pour 

enlever les particules de caoutchouc restantes puis filtré à 0,22 µm et congelé à -20°C.  

 Préparation des échantillons de sérum de coagulum et de caoutchouc sec 2.

Les coagulums sont prélevés à différents temps de maturation. Les coagulums non maturés sont 

préparés par coagulation acide et laissés 2 h dans le pilote de maturation avant d’être sortis des 

verres. Les coagulums maturés 2 jours (J2) sont sortis du verre et les coagulums de plus de 2 jours de 

maturation sont sortis de leurs coupelles. Le jour du prélèvement, chaque mini-coagulum suit un 

procédé permettant de récupérer les différents échantillons à analyser : le sérum de coagulum et le 

crêpe de caoutchouc sec.   

Les échantillons sont préparés selon le protocole présenté Figure 17. Le jour du prélèvement le 

système complet, coagulum avec verre (J0 et J2) ou coagulum avec coupelle (≥ J5), est pesé. Les 

coagulums sont retirés du verre ou de la coupelle avec une pince stérile et placés dans un sac 

plastique taré. Le tout est pesé afin de déduire le poids du coagulum frais. Puis le coagulum est 

coupé en deux et un deuxième sac est ajouté. Le tout est passé dans une mangle lisse manuelle et le 

pH du sérum est mesuré. Une fois le pH mesuré, le sérum restant dans la coupelle ou dans le verre 

est ajouté dans le sac plastique et le contenant rincé avec de l’eau stérile. A l’ensemble (deux sacs 

plastiques + coagulum + eau de rinçage + sérum de coupelle) est alors ajoutée de l’eau stérile jusqu’à 

atteindre le poids du latex initial plus 15 g supplémentaires. Le coagulum est frotté contre le sac 

plastique et rincé avec le sérum dilué contenu dans le sac plastique. Le tout est pressé de nouveau 

dans la mangle manuelle. Le coagulum est alors sorti du sac pour être crêpé et le sac contenant le 

sérum restant est fermé et mis de côté à 4°C. Pour les sérums dédiés à une culture en anaérobiose 

des microorganismes, une partie du sérum est mise dans un tube de 20 mL puis l’oxygène chassé en 

remplissant le tube d’azote puis refermé. Les étapes 1,2,5,6,7 signalées Figure 17 sont réalisées 

autour d’une flamme.  
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Le mini procédé de transformation permettant d’obtenir des crêpes de caoutchouc sec en 

laboratoire (étape 10b et 11b) a été mis au point par Intapun (2010). Ce procédé s’inspire de celui 

réalisé dans les usines de caoutchouc naturel pour la fabrication du TSR20. Le mini-crepeur possède 

les caractéristiques suivantes : diamètre des rouleaux de 10 cm ; longueur des rouleaux de 30 cm, 

rainures d’1 mm de profondeur, de 2 mm de largeur et espacées de 6 mm ; entrefer de 0,04 mm ; 

vitesse du rouleau avant de 190 tours/min ; taux de friction de 1,3 : 1 ; puissance de l’appareil 2,2 

kW. Le coagulum est passé 16 fois dans le mini-crêpeur en pliant le crêpe obtenue en deux avant 

chaque passage afin de l’homogénéiser. Après ces 16 passages, le crêpe est séché dans un four 

(UE700, Memmert GmbH & Co. KG., Germany) à 125°C pendant 2h avec un flux d’air réglé à 2. 

Le lendemain du jour de prélèvement, un aliquot de 2 mL est prélevé dans le sérum stocké à 4°C et 

est congelé à -20°C pour de futures extractions d’ADN. Puis 3 mL de sérum sont mis de côté à 4°C 

pour les cultures sur boîte de pétri réalisées le jour même. Le sérum restant est centrifugé à 10000 x 

g pendant 5 min dans un tube à centrifuger de 15 mL. Le surnageant est récupéré, filtré sur 

membrane stérile de pore 0,22 µm (Millex GS, Millipore) et congelé à -20°C dans des tubes à 

centrifuger de 50 mL pour de futures analyses biochimiques. 
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1- Transfert du coagulum dans un sac plastique  

résistant grâce à une pince stérile (15 cm x 10 cm) 

2- Découpage du coagulum en deux avec un scalpel préalablement 

nettoyé à l’éthanol 70% 

3- Ajout d’un sac plastique supplémentaire  

4- Passage (un aller-retour) dans une mangle lisse manuelle de type 

villageois (Entrefer de 5 mm)  

5- Mesure du pH du sérum de coagulum. Nettoyage de la sonde pH à 

l’eau et éthanol 70% entre chaque utilisation 

6- Transfert du sérum de coupelle dans le sac plastique et rinçage de la 

coupelle avec de l’eau stérile. Ajout de l’eau de rinçage dans le sac. 

Grattage des morceaux de caoutchouc collés à la coupelle avec une pince 

stérile et ajout dans le sac. 

7- Pesée du système (deux sacs plastiques + coagulum + eau de rinçage + 

sérum de coupelle) et ajout d’eau stérile jusqu’à atteindre le poids du 

latex initial plus 15 g supplémentaires. Lavage du coagulum par 

frottement dans le sac. 

11b – Séchage du crêpe dans un four 

(UE700, Memmert GmbH & Co. KG., 

Germany) à 125°C pendant 2h avec un 

flux d’air réglé à 2 
11a – Stockage des tubes à centrifuger et 

des sacs remplis de sérum à 4°C 

10b – 16 passes du coagulum dans un 

mini-crêpeur sous un flux d’eau. Le 

crêpe est plié en deux avant chaque 

passage 

10a – Stockage de 3 ml de sérum dans un 

tube à centrifuger de 15 ml scellé avec du 

parafilm dont l’air est saturé en azote pour 

les étalements en anaérobiose. Stockage du 

reste du sérum dans le sac fermé avec un 

élastique 

8- Passage (un aller-retour) dans la mangle (Entrefer de 3 mm) 

9- Retrait du coagulum du sac  

Figure 17 : Schéma du procédé d'obtention des échantillons de sérums de coagulum et des crêpes de 
caoutchouc naturel 
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 Transport et envoi des échantillons 3.

a. Transport des échantillons liquides 

Les échantillons de sérum congelés à -20°C destinés à l’extraction d’ADN et de surnageant de sérum 

destinés aux analyses biochimiques sont envoyés en France à l’UMR IATE par transporteur express 

(Fedex) dans un emballage en polystyrène contenant de la carboglace en quantité suffisante pour un 

transport de plusieurs jours. Les échantillons restent ainsi congelés pendant le voyage. A réception, 

les échantillons congelés sont placés au congélateur à -20°C.  

b. Envoi des crêpes de caoutchouc sec 

Les échantillons de crêpes de caoutchouc sec sont envoyés en France par transporteur (Fedex) dans 

une enveloppe le lendemain de chaque jour de prélèvement. Les analyses de macro et 

mésostructure sont faites au laboratoire caoutchouc naturel de l’UMR IATE. L’intervalle entre 

production du crêpe et mesure des propriétés est constant : 12j (+/-2j). Une fois les mesures de 

propriétés faites les crêpes sont congelés à -80°C sous atmosphère azotée. 
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II. Méthodologie propriétés caoutchouc naturel 

 Macrostructure  A.

 Homogénéisation (ISO 1795) 1.

Afin d’homogénéiser le caoutchouc, 15 g (± 3 g) sont passés six fois entre les cylindres du mélangeur 

(BLERE I.I 50 n° 1400 modèle 51/64) préalablement chauffés à 27°C (± 3°C) et écartés de 1,69 mm (± 

0,17 mm). La vitesse du cylindre avant est de 24 tr/min (± 1 tr/min) et celui du cylindre arrière de 34 

tr/min (± 1 tr/min). Du 2ième au 5ème passage inclus, la feuille de caoutchouc est roulée avant la passe 

suivante. Pour le 6ième passage la feuille de caoutchouc est pliée en deux. Après le sixième passage, la 

feuille de caoutchouc est étirée et mise de côté dans un sac plastique.  

 Préparation des pastilles (ISO 2930) 2.

Avant de réaliser les mesures de plasticité, des pastilles sont préparées. Pour cela, le caoutchouc 

homogénéisé est passé deux fois (en doublant la feuille entre chaque passage) entre les cylindres du 

même mélangeur à la même température que pour l’homogénéisation avec une vitesse de cylindres 

avant et arrière de 27,5 et 38,5 tr/min (± 1 tr/min) respectivement. Les cylindres sont resserrés au 

maximum afin d’obtenir une feuille d’épaisseur comprise entre 1,6 et 1,8 mm. 

A l’aide de l’emporte-pièce Wallace (13 mm de diamètre), 6 pastilles en forme de disques de 3,2 à 

3,6 mm d’épaisseur sont découpées dans la feuille de caoutchouc pliée en deux. La moitié des 

pastilles servira à la mesure de la plasticité initiale (P0) et l’autre moitié à celle de la plasticité après 

vieillissement (P30). 

 Détermination de la plasticité Wallace (P0) (ISO 2007) 3.

La mesure de la plasticité se fait avec un plastomètre Wallace à plateaux parallèles P14/1 Rapid 

Plastimeter (N° série 108694/90). Avant chaque mesure, un échantillon de butyl de référence 

(Michelin) est analysé dont la valeur de plasticité est spécifiée sur le sachet. La pastille à analyser est 

placée entre deux demi-feuilles de papier à cigarettes (TST orange, 24 g/m2) puis compressée entre 

les deux plateaux parallèles du plastomètre avec une épaisseur de 1 mm (± 0,01 mm) et maintenue 

15 s (± 0,2 s) afin d’atteindre la température d’équilibre des plateaux (100°C ± 1°C). Puis le tout est 

compressé sous une force de 100 N (± 1N) pendant 15 s puis l’épaisseur de la pastille est mesurée. La 

plasticité Wallace initiale (P0), exprimée en centièmes de millimètre, correspond à la valeur médiane 

des épaisseurs obtenues avec les trois pastilles analysées.  

 Détermination de l’indice de rétention de plasticité (PRI) (ISO 2930) 4.

Les trois autres pastilles prélevées sur l’échantillon sont placées dans une étuve Wallace (ref 012 

N°940111) dont la température a été préalablement stabilisée à 140°C (± 0,2°C) pendant 30 min (± 

0,25 min). Puis les pastilles sont refroidies à température ambiante pendant au moins 30 min et la 

plasticité Wallace après vieillissement (P30) est mesurée selon la même méthode que la P0. Les 
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valeurs médianes des trois pastilles non vieillies et des trois pastilles vieillies sont utilisées pour 

calculer l’indice de rétention de plasticité (PRI) selon l’équation suivante :  

𝑃𝑅𝐼 =
P30

P0
×  100 

 Mesures selon la norme SMR bulletin N°7 - 1992 5.

Les mesures réalisées au RRIT sont faites en suivant la méthode SMR bulletin N°7 - 1992. Pour 

l’homogénéisation, le protocole SMR est le même que ISO 1795 à l’exception que l’écartement entre 

les rouleaux est de 1,65 mm (± 0,16 mm) et les vitesses de rotation des cylindres sont différentes (22 

± 1tr/min à l’avant et 31 ± 1 tr/min à l’arrière) mais le coefficient de friction reste le même (1 : 1,4 ± 

0,1). Les cylindres sont refroidis avec de l’eau à température ambiante mais ceux-ci ne sont pas 

chauffés. La procédure de préparation des pastilles est la même que la norme ISO 2930. Toutefois la 

vitesse de rotation des cylindres n’est pas précisée. La procédure de la mesure de P0 et de P30 est la 

même que la norme ISO 2007.  

 Mésostructure  B.

 Préparation des solutions 1.

a. Préparation des solutions étalons 

La solubilisation des échantillons (étalons et caoutchouc naturel) se fait dans une solution de 

tétrahydrofurane (THF, grade HPLC, – VWR) stabilisé avec du BHT à 250 mg/L (Butylated 

hydroxytoluene – Panreac Quimica S.L.U, Barcelona,) préalablement filtrée à 0,2 µm. 

Des échantillons de polystyrène (Polymer Standards Service GmbH) de masse molaire moyenne en 

poids (Mw) d’environ 200 000 et 1 460 000 g/mol sont utilisés comme étalons et un polystyrène de 

30 000 g/mol pour la normalisation du détecteur de diffusion de la lumière multi-angulaire. Un total 

de 30 mg (± 5 mg) de polystyrène est placé dans un pilulier de 50 mL auquel on ajoute 30 mL de THF 

stabilisé. Le pilulier est placé ensuite 3 jours à 30°C au bain-marie. Après solubilisation, 1 ou 4 mL 

(selon le pilulier utilisé) de solutions étalons sont filtrées sur des filtres Acrodisc (VWR) en fibre de 

verre de porosité 1 µm avant injection en SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography Multi Angle 

Light Scattering).  

b. Préparation des solutions de caoutchouc naturel 

Un total de 30 mg (± 5 mg) de caoutchouc naturel est placé dans un pilulier de 50 mL auquel on 

ajoute 30 mL de THF stabilisé avec du BHT. Le pilulier est laissé 7 jours à 30°C dans un bain-marie. Les 

piluliers sont agités 1h tous les jours à partir du 2ième jour. Après solubilisation, les solutions sont 

filtrées à 1 µm sur les filtres Acrodisc avant d’être injectées. Seule la fraction soluble du caoutchouc 

est donc injectée et non la phase gel. Une solution témoin de caoutchouc 5cv80 est également 

préparée comme pour les échantillons de caoutchouc et injectée en même temps que la série 

d’échantillons. 
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 Injection dans le système SEC-MALS 2.

Un volume de 100 µl de solution de caoutchouc naturel ou de témoin est injecté. La séparation par 

exclusion stérique est faite dans deux colonnes de polystyrène/divinylbenzène de 300 x 7,5 mm et de 

porosité 20 µm (Varian, PLgel mixed-A-LS). Les colonnes sont thermostatées à 45°C et le 

réfractomètre à 30°C. Le débit dans le système SEC-MALS est de 0,65 mL/min (size exclusion 

chromatography multi angle light scattering). Ce système comprend un injecteur automatique 

(Waters, 717 plus autosampler), une pompe (SHIMADZU, LC-20AD), un dégazeur (ERMA, ERC-3112), 

un four à colonne, un réfractomètre (WYATT, Optilab rEX à 658 nm et 30°C) et un détecteur à 

diffusion de la lumière multi angulaire à 633 nm (WYATT, Dawn DSP). Le détecteur à diffusion de la 

lumière permet de mesurer la masse molaire et la taille des macromolécules et le réfractomètre 

leurs concentrations.  

 Détermination des masses molaires moyennes des chaînes de polyisoprène et 3.

du gel total 

Les données en sortie du système sont analysées avec le logiciel ASTRA. Ce logiciel permet de donner 

les valeurs de la masse molaire moyenne en nombre (Mn), la masse molaire moyenne en poids (Mw) 

et l’indice de polydispersité (I) avec les formules suivantes :  

Soit 𝑀𝑛 =
∑ 𝑁𝑖𝑀𝑖

∑ 𝑁𝑖
   calculé par le logiciel avec la formule 𝑀𝑛 =  

∑ 𝐻𝑖

∑(𝐻𝑖 𝑀𝑖)⁄
 

Soit 𝑀𝑤 =
∑ 𝑚𝑖𝑀𝑖 

∑ 𝑚𝑖
=

∑ 𝑁𝑖(𝑀𝑖)2 

∑ 𝑁𝑖𝑀𝑖
  calculé par le logiciel avec la formule  𝑀𝑤 =  

∑ 𝐻𝑖𝑀𝑖

∑ 𝑁𝑖
  

Soit 𝐼 =
𝑀𝑤

𝑀𝑛
  

Avec Mi = masse molaire de la molécule i ; Ni = nombre de molécules de masse molaire Mi ; Hi = la 

hauteur du signal (volts/min) correspondant à la masse molaire Mi et mi = masse de molécules i 

Le gel total (microgel + macrogel retenus sur le filtre de 1 µm) est le pourcentage de la masse 

retenue sur le filtre par rapport à la masse initiale de caoutchouc (Eq. (29)). La concentration initiale 

de caoutchouc (c1) dans la solution avant filtration est déterminée selon l’Eq. (30). La concentration 

de la solution après filtration (c2) est déterminée par SEC-MALS à partir du dn/dc de valeur 0,13 (Kim, 

Deratani et al. 2009). Le logiciel ASTRA intègre manuellement la zone correspondant au pic 

« polyisoprène » afin de déterminer la quantité injectée en SEC-MALS (exprimée en g).  

Gel total (%) = ((c1 – c2)/c1) x 100 (30) 

c1 = (me/(m1-m2))× μ (29) 

avec c1 la concentration de la solution avant filtration (mg/mL), me la masse de l’échantillon (mg), 

m1 la masse du flacon vide avec bouchon (g), m2 la masse du flacon avec solution et bouchon (g), μ 

la masse volumique du solvant (g/mL) (μTHF 25°C = 0,887 g/mL). 
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III. Méthodologie analyse des communautés microbiennes  

 Culture sur boîte de Pétri A.

 Préparation des milieux de culture et boîtes de Pétri 1.

Deux milieux de cultures ont été utilisés (Tableau 5), un pour les microorganismes totaux et un autre 

pour les levures et champignons.  

Tableau 5 : Milieux de culture utilisés pour le comptage des microorganismes 

 

Le milieu PCA est préparé en mélangeant 23,5 g/L de milieu PCA (Difco) pour 1L d’eau bidistillée. Un 

volume de 700 mL de milieu est préparé pour une bouteille de 1 L. Le milieu Sabouraud est préparé 

en mélangeant les différents composants selon les concentrations indiquées dans le Tableau 5. Le 

tout est autoclavé 15 min à 120°C. Le chloramphénicol peut être autoclavé sans être dénaturé. 

La préparation des boîtes de Pétri se fait sous hotte à flux laminaire. Avant chaque utilisation, les 

hottes sont stérilisées sous UV pendant 15 min. Environ 15 mL de milieu de culture autoclavé et 

refroidi sont versés dans chaque boîte de Pétri. Les boîtes de Pétri refroidissent environ 15 min sous 

la hotte le couvercle ouvert puis sont refermées et laissées la nuit sous la hotte afin de bien sécher. 

Les boîtes sont ensuite stockées à l’envers à température ambiante. Afin de limiter la condensation, 

avant chaque utilisation, les boîtes sont séchées 1 h sous hotte à flux laminaire le couvercle ouvert.  

 Dilution, étalement et culture 2.

Les dilutions et les étalements se font sous hotte à flux laminaire. Pour chaque sérum, trois dilutions 

et trois répétitions par dilution ont été réalisées. Le choix des dilutions a été fait afin d’obtenir sur 

chaque boîte entre 30 et 300 colonies. Pour la maturation 3, chaque sérum a été étudié 

indépendamment alors que pour la maturation 4 les sérums des trois répétitions indépendantes ont 

été regroupés afin de diminuer le nombre de boîtes à réaliser.  

Les dilutions sont effectuées en cascade de 10 en 10. Une série de tubes à essai (L = 150 mm, D = 

15,30 mm) est préparée avec 9,3 mL d’eau physiologique afin d’obtenir 9 mL après autoclave et 

évaporation. Ces tubes sont fermés avec un bouchon en plastique poreux puis autoclavés. Un volume 

Groupe de 

microorganismes 
Milieu Composition Temps d’incubation 

Microorganismes 
totaux aérobies et 

anaérobies 

Plating Counting Agar  
(PCA de Difco) 

Hydrolysat pancréatique de 
caséine (5 g/L) 
Extrait de levures (2,5 g/L) 
D-glucose (1 g/L) 
Agar (15 g/L) 

24 à 48 h à 35°C avec 
ou sans oxygène 

Levures aérobies 
et anaérobies 

Sabouraud + 
chloramphénicol 

Peptone (10 g/L) 
D-glucose (20 g/L) 
Agar (20 g/L) 
Chloramphenicol (0,5 g/L) 

24 à 48 h à 
température ambiante  

(30°C en moyenne) 
avec ou sans oxygène 
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d’1 mL de sérum est ajouté dans un premier tube à essai contenant 9 mL d’eau physiologique 

autoclavée puis le tout est homogénéisé au vortex. De nouveau 1 mL de sérum dilué (1/10) est 

prélevé dans ce tube et déversé dans un nouveau tube à essai rempli. Les dilutions sont réalisées 

ainsi de suite jusqu’aux dilutions souhaitées. Entre chaque dilution le cône (stérile) de la pipette est 

changé.  

Pour les étalements, 100 µL des dilutions choisies sont déposés au milieu de la boîte de Pétri. La 

goutte est répartie par un mouvement circulaire sur la boîte grâce à un râteau en verre jusqu’à ce 

que le râteau agrippe. Pour les trois répétitions de la même dilution, le râteau n’est pas nettoyé. Par 

contre lorsqu’une nouvelle dilution de sérum est étalée, le râteau est stérilisé par trempage dans 

l’alcool 70% et passage à la flamme. 

Les boîtes sont ensuite incubées à l’envers dans un incubateur (BD Series 53, Binder gmbh) à 35°C 

pour les cultures sur milieu PCA ou bien à température ambiante (27 à 33°C) pour les cultures sur 

milieux Sabouraud. Les sérums de coagulums des maturations anaérobies, traitements (M+F-O-) et 

(M-F+O-), sont cultivés en anaérobiose pour les levures et les microorganismes totaux. Pour cela, les 

boîtes de Pétri sont placées dans une boîte hermétique petite (30 x 20 x 10 cm) ou grande (30 x 20 x 

20 cm) pouvant contenir respectivement 25 ou 50 boîtes de Pétri et des sachets absorbeurs 

d’oxygène (Gazpack, BD) sont placés à l’intérieur avant de refermer la boîte. Un total de 3 ou 5 

sachets absorbeurs d’oxygène est mis dans les petites ou grandes boîtes respectivement. Sur chaque 

boîte, après 24 ou 48 heures d’incubation, les colonies sont comptées et le résultat exprimé en unité 

formant colonie (UFC) par g de latex. Pour cela, le nombre de colonies est comptabilisé sur chaque 

boîte comprenant entre 30 et 300 colonies puis le résultat multiplié par 10 et par le facteur de 

dilution. Puis la concentration est ramenée à un équivalent g de latex en corrigeant la dilution ou 

concentration du sérum afin que le poids du système dans le sac (sérum et coagulum) atteigne le 

poids du latex initial. La concentration pour un jour de maturation et pour un traitement donné est 

obtenue en calculant la moyenne des répétitions comptables (parmi les 3 répétitions d’étalement et 

3 répétitions indépendantes de maturation). L’écart type est calculé sur les trois moyennes des 

répétitions indépendantes de maturation. 
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 Extraction d’ADN, dosage et vérification sur gel B.

La méthode d’extraction utilisée permet d’extraire l’ADN total des microorganismes présents dans le 

latex et le sérum de coagulum. Cette méthode permet d’obtenir un ADN en quantité et qualité 

suffisante afin de réaliser des réactions de PCR (Polymerase Chain Reaction) et de séquençage. La 

méthode d’extraction est une variante du protocole du kit Qiagen Plant Mini Kit. La première partie 

du protocole concernant la lyse des microorganismes a été mise au point jusqu’à l’étape d’utilisation 

de la colonne Qiashredder. 

 Préparation des solutions 1.

a. Préparation Tris-HCl 1 M (pH 8), EDTA 0,5 M (pH 8), NaCl 2,5 M, acétate de 

potassium 5 M et acétate de sodium 3,3 M (pH 5,2) 

Pour 10 mL de solution de Tris-HCl 1 M (pH8), 1,2 g de Tris (Sigma) sont mélangés dans 10 mL d’eau 

ultrapure à l’aide d’un barreau aimanté dans un bécher. Le pH de la solution est ajusté à 8 en versant 

de l’HCl 38% (Sigma) goutte à goutte. La solution est stockée à 4°C pendant une semaine maximum. 

Pour 10 mL de solution d’EDTA (acide éthylène diamine tétraacétique) 0,5 M (pH8), 1,5 g d’EDTA 

(Sigma) est mélangé dans 10 mL d’eau ultrapure. Des granulés de NaOH (Merck) sont ajoutés tout en 

homogénéisant avec un barreau aimanté jusqu’à atteindre un pH de 8. Cette étape permet de 

solubiliser l’EDTA. La solution est stockée à 4°C une semaine maximum. 

Pour 10 mL de solution de NaCl 2,5 M, 1,5 g de NaCl (Merck) est ajouté dans 10 mL d’eau ultrapure et 

homogénéisé avec un barreau aimanté. La solution est stockée à 4°C une semaine maximum. 

Pour 10 mL d’acétate de potassium 5 M, 4,9 mL d’acétate de potassium (Amesco USA) et 5,1 mL 

d’eau ultrapure sont mélangés et homogénéisés avec un barreau magnétique. 

Pour 10 mL d’acétate de sodium 3,3 M (pH 5,2), 2,7 g d’acétate de sodium (Amesco USA) sont 

ajoutés dans 10 mL d’eau bidistillée et homogénéisé avec un barreau aimanté. Le pH est ensuite 

ajusté.  

b. Préparation du tampon TE (Tris 10 mM et EDTA 1 mM) 

Pour 10 mL de TE 1X (Tris 10 mM et EDTA 1 mM), 100 µL de tris 1 M et 20 µL d’EDTA 0,5 M sont 
mélangés dans 9,88 µL d’eau ultrapure. La solution est stockée à 4°C une semaine maximum. 

c. Préparation du mix enzymatique (tampon de lyse) 

Pour 10 mL de mix enzymatique (Lysozyme 20 mg/ mL et zymolyase 100T 0,6 mg/mL), 200 mg de 

lysozyme (Roche) et 6 mg de zymolyase 100T (ICN biomedicals) sont pesés avec une balance de 

précision et mélangés dans 10 mL de TE 1X. Ces enzymes sont ensuite utilisées dans le milieu 

réactionnel en concentrations de 10 mg/mL pour le lysozyme et de 0,3 mg/mL pour la zymolyase 

100T. 
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d. Préparation du tampon d’extraction 

Le tampon de lyse (2X) contient 200 mM de Tris (pH8), 100 mM d’EDTA, 1 M de NaCl, 1% de SDS, 1% 

de PVP 40000, 1% de bisulfite de sodium et 4 mg/mL de protéinase K. Les deux derniers composés 

sont à ajouter au moment de l’utilisation.  

Pour 10 mL de tampon, 2 mL de Tris 1 M (pH8), 2 mL d’EDTA 0.5 M, 4 mL de NaCl 2.5 M, 0,1 g de SDS 

(Merck), 0,1 g de PVP 40000 (Amesco USA), 0,1 g de bisulfite de sodium (Merck), 40 mg de 

protéinase K (Roche) et 2 mL d’eau ultrapure sont mélangés. Le tampon est utilisé immédiatement 

après confection. 

e. Préparation du tampon acétate de potassium (5 M acétate/3 M potassium) 

Pour 10 mL de tampon acétate de potassium (5 M acétate/3 M potassium), 6 mL d’acétate de 

potassium 5 M, 1,15 mL d’acide acétique glacial (Merck) et 2,85 mL d’eau ultrapure sont mélangés. 

 Protocole d’extraction d’ADN pour le pyroséquençage 454 2.

Les extractions d’ADN sont faites sur des échantillons de latex frais et de sérum de coagulum de 

champs ou de maturation contrôlées. Une extraction à partir d’un échantillon représentatif des 

communautés microbiennes se développant sur chaque boîte de milieu Sabouraud et PCA a 

également été réalisé et est appelé « échantillon des cultivables ». Pour cela, 2 mL d’eau 

physiologique ont été déposés sur les cultures ayant poussées dans la boîte puis les colonies ont été 

grattées avec un râteau en verre stérile. L’eau physiologique avec les microorganismes est ensuite 

récupérée, mise dans un tube Eppendorf et congelée à -20°C.  

L’extraction se fait sur 100 µL d’échantillon déposés dans un tube Eppendorf de 2 mL. A ces 100 µL 

sont ajoutés 100 µL de mix enzymatique (Vf = 200 µL). Le tout est incubé 1 h à 37°C dans un bain-

marie. Un total de 200 µL de tampon d’extraction, préalablement chauffé à 50°C, est ensuite ajouté 

et le tout homogénéisé et incubé 1h à 65°C dans un bain-marie (Vf = 400 µL). Les contenus des tubes 

Eppendorf sont homogénéisés au vortex avant chaque incubation et à mi-incubation. Puis 200 µL de 

tampon d’acétate de potassium (5M/3M) sont ajoutés (Vf = 600 µL). Les tubes sont laissés 10 min à 

4°C puis centrifugés à 16000 x g pendant 10 min à 4°C. Les tubes sont délicatement retirés de la 

centrifugeuse et un volume de 450 µL de surnageant (soit 75% du volume total) est récupéré en 

prenant soin de ne pas récupérer de débris et est transféré dans la colonne Qiashredder du kit 

Qiagen Plant Mini Kit. À partir de cette étape le protocole du kit est suivi. La colonne Qiashredder est 

centrifugée 3 min à 16000 x g à température ambiante. Le filtre amovible est jeté puis 675 µL (1,5v : 

1v) de tampon AP3/E (kit) est ajouté au filtrat se trouvant au fond de la colonne et le tout 

homogénéisé par pipetage. Une première partie de cette solution (700 µL) est déposée sur la 

colonne de fixation de l’ADN (membrane de silice) puis centrifugée à 10000 g pendant 1 min à 

température ambiante. Le filtrat est éliminé (l’ADN est fixé sur la membrane) et cette étape répétée 

avec le volume de solution restante. Le filtre amovible de la colonne (contenant l’ADN) est déposé 

dans un nouveau tube de réception propre. Le filtre est lavé en ajoutant 500 µL de tampon AW (kit) 

puis en centrifugeant à 10000 x g pendant 1 min à température ambiante. Le filtrat est éliminé et 
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l’étape de lavage répétée en centrifugeant cette fois 3 min à 16000 x g à température ambiante afin 

de bien essorer la membrane. Le filtre est retiré du tube et placé dans un nouveau tube Eppendorf 

propre de 1,5 mL. L’ADN est élué de la membrane en ajoutant 100 µL du tampon AE du kit puis en 

centrifugeant 1 min à 8000 x g à température ambiante après un temps de repos de 5 min. L’ADN est 

ensuite stocké à -20°C. 

 Protocole d’extraction d’ADN pour le clonage et séquençage  3.

L’extraction réalisée pour le clonage et séquençage (Sanger) est légèrement différente du protocole 

précédent. La lyse enzymatique se fait en deux étapes au lieu d’une et les tampons du kit ont été 

utilisés. L’extraction s’est faite sur 200 µL de sérum préalablement congelé. A ces 200 µL de sérum, 

100µL d’une solution de lysozyme à 30 mg/ mL (préparé dans du TE 3X) sont ajoutés dans un tube 

Eppendorf de 2 mL, le tout est homogénéisé et incubé 1h à 37°C dans un bain-marie. Les contenus 

des tubes sont homogénéisés avant incubation et à mi-incubation en vortexant. Puis 100 µL d’une 

solution de zymolyase 100T à 1,2 mg/mL (préparé dans du TE 4X) sont ajoutés et le tout incubé 1h à 

37°C dans un bain-marie (Vf = 400 µL). Le volume est séparé en deux dans un autre tube Eppendorf 

de 2 mL. Aux 200 µL est ajouté un volume de 400 µL de tampon AP1 du kit Qiagen (tampon 

d’extraction du DNeasy Plant Mini Kit) préalablement supplémenté en protéinase K à 2 mg/mL. Le 

tout est incubé 20 min à 65°C dans un bain-marie et homogénéisé au vortex avant et à mi-

incubation. Puis 130 µL de tampon AP2 sont ajoutés et les contenus des tubes sont homogénéisés au 

vortex et laissés 10 min à 4°C (Vf = 730 µL). Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 10 min à 4°C à 

16000 x g. Un volume de 600 µL de surnageant (82% du volume total) est délicatement prélevé et 

placé sur la colonne Qiashredder. A partir de cette étape le protocole du kit est suivi. L’ADN est 

récupéré dans 100 µL de tampon AE du kit et précipité en ajoutant 400 µL d’éthanol 95% et 50 µL 

d’acétate de sodium 3,3 M (pH 5,2). Le tout est homogénéisé délicatement par retournement du 

tube. Les tubes sont laissés la nuit à -20°C puis centrifugés le lendemain pendant 20 min à 12000 g à 

4°C. Le surnageant est retiré à la pipette, puis 1 mL d’éthanol 70% est ajouté et les tubes sont 

centrifugés 10 min à 12000g à 4°C. Le surnageant est retiré à la pipette et l’éthanol restant est 

évaporé sous la hotte. Les tubes sont ensuite stockés à -20°C. 

 Dosage d’ADN au Picogreen 4.

Les extraits d’ADN ont été quantifiés par un dosage fluorescent avec le Quant-iT PicoGreen dsDNA 

Reagent (Invitrogen). Le dosage au Picogreen permet de quantifier de petites quantités d’ADN et ne 

prend pas en compte l’ADN simple brin ni l’ARN.  

Pour réaliser ce dosage, le Picogreen est préalablement décongelé dans le noir pendant 30 minutes. 

Les manipulations se font dans une salle dédiée aux agents mutagènes et dans la pénombre. Le 

dosage est réalisé dans une plaque 96 noire (X32 PLAQUE PS F96, Greiner Bio one) placée dans un 

bac de glace. Chaque plaque comprend les échantillons, deux blancs et 6 points de gamme étalon. 

Chaque extrait d’ADN est réparti dans trois puits afin d’obtenir des répétitions. La gamme étalon est 

préparée à partir de dilutions successives d’ADN de phage Lambda dans du TE 1X afin d’obtenir des 

solutions à 0,625 ; 1,25 ; 2,5 ; 5 ; 10 et 20 ng/µL et congelées pour plusieurs utilisations. Dans chaque 

puits sont déposés 2 µL d’extrait d’ADN puis 198 µL de réactifs (197,5 µL de TE 1X et 0,5 µL de 
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Picogreen). Le volume de réactif nécessaire est préparé dans un tube Falcon de 50 mL protégé par du 

papier aluminium puis celui-ci est distribué avec une pipette multicanal. La plaque est laissée 5 min à 

température ambiante avant d’être passée dans le spectrophotomètre (Tecan saphire 2). L’ADN est 

quantifié en évaluant l’intensité de l’émission à 535 nm après une excitation à 485 nm. La réponse 

pour un échantillon est obtenue par soustraction du blanc et rapportée à la quantité d’ADN grâce à la 

courbe étalon. La courbe étalon est construite avec la moyenne de l’intensité des trois répétitions 

pour chaque point de concentration. La concentration d’ADN initiale correspond à la concentration 

dans le volume de suspension après extraction d’ADN. Elle est calculée en divisant la quantité d’ADN 

dosée par le volume d’ADN déposé dans la plaque. La concentration d’ADN dans l’échantillon est 

calculée en corrigeant la concentration d’ADN initiale après extraction par la dilution effectuée lors 

de l’extraction d’ADN.  

La gamme étalon utilisée lors des dosages était linéaire jusqu’à 40 ng/µL d’ADN alors que pour les 

échantillons extraits à partir du sérum ou du latex au-delà de 5 ng/µL d’ADN la réponse n’était plus 

linéaire. Pour plus de précision, les échantillons dont la concentration est supérieure à 2,5 ng/µL sont 

dosés en réalisant trois points de dilution (dilutions par 5,10 et 20). 

 Electrophorèse d’ADN sur gel d’agarose 5.

L’électrophorèse d’ADN sur gel d’agarose permet de vérifier la taille, la qualité ainsi que la quantité 

d’ADN extrait. Le principe repose sur la migration de la molécule d’ADN chargé négativement à 

travers un gel d’agarose soumis à un champ électrique. Le gel est placé dans un tampon rempli 

d’électrolytes afin de conduire le courant. Ce tampon est alcalin ce qui permet de dénaturer la 

molécule d’ADN. Les petites molécules d’ADN migreront les plus rapidement à travers les mailles du 

gel alors que les plus grosses molécules resteront proches du dépôt. L’ADN est ensuite détecté grâce 

à un marqueur fluorescent. Dans cette étude, le bromure d'éthidium (BET) est utilisé. Il s’agit d’une 

molécule s’intercalant dans l’ADN et dont la fluorescence par excitation avec des UV est accentuée 

lorsque celui-ci est lié à l’ADN. 

Pour de l’ADN total, un gel d’agarose à 1% est réalisé en mélangeant 10 g d’agarose (pour 

électrophorèse, Sigma) dans 100 mL de tampon TAE 1X (Tris Acetate-EDTA buffer, Sigma) dans un 

Erlenmeyer. Le tout est chauffé au four à micro-ondes environ 3 min afin de solubiliser l’agarose. Ce 

dernier est bien solubilisé lorsque les cristaux d’agarose ne sont plus visibles en solution. Puis le gel 

est refroidi jusqu’à ce que l’Erlenmeyer puisse être tenu à main nue. Le gel est ensuite coulé dans un 

support dédié et les peignes sont placés sur le gel. Les éventuelles bulles sont éliminées. Le gel est 

refroidi au moins 30 min jusqu’à solidification. Une fois le gel refroidi, les peignes sont retirés et le 

gel peut être utilisé pour l’électrophorèse.  

Pour l’électrophorèse, le support contenant le gel est placé dans la cuve d’électrophorèse rempli de 

tampon TAE 1X. Le niveau de tampon doit se situer au moins à 5mm au-dessus du gel. Puis l’ADN est 

déposé dans chaque puits ainsi qu’un marqueur de taille (1 Kb ladder, Invitrogen ou Biolabs). Le 

détail des bandes de ces marqueurs moléculaires est donné en Figure 18. Pour chaque dépôt un 

mélange de 10 µL d’ADN et de 2 µL de solution de charge est réalisé afin que l’ADN tombe bien au 

fond du puits. Cette solution de charge contient 50 % saccharose, 7M Urée, 5 mM EDTA et 0.01% 

Bleu de Bromophénol . La cuve est refermée et les câbles de chaque borne reliés au générateur sont 
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branchés sur la cuve. La migration de l’ADN se fait entre 80 et 110 V selon la taille de la cuve, 

pendant 1h30 environ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lorsque la migration est terminée, le générateur est éteint et le support contenant le gel sorti de la 

cuve. Le gel est démoulé de son support et placé dans une cuve contenant du BET pendant 20 min 

pour la révélation de l’ADN. Cette cuve contient 2,5L d’eau ultrapure additionnée de 250 µL de BET 

(Fluka) à 10 mg / mL. Puis le gel est rincé et placé sur une plaque UV permettant d’observer les 

bandes d’ADN ayant migrées dans le gel.  

  

Figure 18: Marqueurs moléculaires (1 kb DNA ladder) utilisé pour les gels d'électrophorèse avec à 
gauche la version d'Invitrogen et à droite la version de Biolabs. 
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 Clonage et séquençage C.

 Principe 1.

La Figure 19 présente le principe général du clonage et séquençage. Le clonage permet d’isoler des 

fragments d’ADN en mélange, de les amplifier puis de les séquencer. Le séquençage utilisé dans cette 

méthode est le séquençage dit de Sanger. Ce séquençage permet d’amplifier en une expérience (un 

run) 8 séquences d’ADN de 1000 pb. Ce séquençage repose sur la détection de fragments d’ADN de 

différentes longueurs migrant dans un gel. Ces fragments d’ADN possèdent des nucléotides 

terminaux fluorescents. Afin que la fluorescence puisse être détectée, ces fragments doivent être au 

préalable amplifiés par PCR.  

Dans cette étude, les différents fragments d’ADN correspondent à des produits PCR provenant de 

l’amplification de l’ADN extrait des échantillons de caoutchouc. Cet ADN correspond à de l’ADN de 

nombreux microorganismes en mélange. La PCR permet de cibler un gène marqueur (ITS ou 16S) 

permettant la sélection des organismes d’intérêt, eucaryote ou procaryote, ainsi que leurs 

identifications.  

Une fois les produits PCR 16S et ITS obtenus, ceux-ci vont être isolés dans des transformants. Pour 

cela les produits PCRs sont immédiatement purifiés et dosés afin de pouvoir réaliser la ligation dans 

un vecteur (pDrive). Ce vecteur est ensuite inséré dans des microorganismes compétents pour 

former des transformants. Chaque transformant possède donc une séquence 16S ou ITS 

correspondant à un microorganisme. Une fois la transformation finie, une étape de criblage sur 

milieu sélectif est réalisée afin de sélectionner les clones pour lesquels la transformation a bien 

fonctionné. Puis ces clones sont mis en culture et une PCR est de nouveau réalisée afin d’amplifier 

chaque marqueur 16S ou ITS isolé. Ces produits PCR sont purifiés puis soumis à une réaction de 

séquençage. Cette réaction de séquençage permet d’amplifier le fragment d’ADN avec incorporation 

de nucléotides normaux et de nucléotides fluorescents. Lorsqu’un nucléotide fluorescent est intégré, 

l’amplification s’arrête. Chaque base azotée (A, T, C ou G) correspond à une couleur. Cette réaction 

va donc générer des fragments d’ADN de différentes longueurs présentant à leurs extrémités un 

nucléotide fluorescent dont la couleur correspond à une base azotée. Ces fragments de différentes 

longueurs vont être ensuite séparés sur dans un séquenceur capillaire. Les fragments les plus petits 

vont arriver en premier et le nucléotide fluorescent identifié en fonction de sa couleur. Ainsi la 

séquence du fragment d’ADN peut être reconstituée.  
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 PCR et ligation 2.

Pour le clonage et séquençage, la PCR et la ligation sont faites l’une à la suite de l’autre.  

a. PCR clonage et séquençage 

La PCR pour le clonage et séquençage a été faite avec le kit Platinum Taq DNA polymerase 

(Invitrogen). Il s’agit d’une Taq polymerase de haute fidélité. Deux marqueurs ont été amplifiés, un 

marqueur 16S permettant d’étudier les procaryotes et un marqueur ITS (Internal transcribed spacer) 

permettant d’étudier les champignons. Les amorces 16S utilisées sont les amorces universelles 

16S27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 16S1541r (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) (Feurer, 

Vallaeys et al. 2004). Pour les champignons, les amorces utilisées sont l’amorce fongique ITS1F (5’- 

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA–3’) et l’amorce universelle eucaryote ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Anderson et Cairney 2004; Kauserud, Kumar et al. 2012). Les 

fragments obtenus avec ces amorces sont théoriquement de 1500 pb pour les 16S et d’environ 500 

pb pour l’ITS. Les tailles des fragments ITS sont variables (entre 500 et 700 pb). 

Les mélanges réactionnels utilisés pour les PCRs du clonage et séquençage sont présentés dans le 

Tableau 6. Les milieux réactionnels sont préparés dans la glace. L’eau utilisée pour les PCRs est de 

l’eau ultrapure stérilisée par autoclave (15 min, 120°C), aliquotée et congelée à -20°C. Un mélange 

principal contenant tous les éléments sauf l’ADN est préparé en fonction du nombre d’échantillons et 

le tout est homogénéisé au vortex. L’ADN et les 49 µL du mélange principal sont déposés dans les 

Figure 19: Principe générale du clonage et séquençage 
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puits d’une microplaque 96 à l’aide d’une pipette distributrice. Un film en aluminium est mis en place 

sur la plaque qui est ensuite vortexée et centrifugée avant d’être placée dans le thermocycleur 

(Eppendorf MasterCycler 96). Pour la PCR 16S les conditions sont une phase initiale de dénaturation 

3 min à 94°C puis 25 cycles de réplication avec 30 s à 94°C, 45 s à 59°C et 2 min à 68°C et pour finir 

une phase d’élongation 7 min à 72°C et un stockage final à 15°C dans l’appareil jusqu’à ce que les 

échantillons soient sortis du thermocycleur. Pour la PCR ITS les conditions sont une phase initiale de 

dénaturation 3 min à 95°C puis 30 cycles de réplication avec 30 s à 95°C, 45 s à 53°C et 1 min à 68°C 

et pour finir une phase d’élongation 7 min à 72°C et un stockage final à 15°C dans l’appareil. Les 

produits de PCR sont congelés à -20°C.  

 

Tableau 6 : Mélanges réactionnels pour les PCRs 16S et ITS du clonage et séquençage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Purification, dosage UV et ligation 

Trois répétitions de PCRs sont réalisées pour chaque échantillon afin d’avoir une plus grande quantité 

de produits. Les trois répétitions sont regroupées et purifiées avec le kit Qiagen Qiaquick PCR 

purification à partir de 126 µL d’échantillon. 

Les produits PCRs purifiés sont dosés par mesure d’absorbance à 260 nm grâce à un 

spectrophotomètre (Ultrospec 2000) dans une cuve en quartz de 10 µL. La quantité d’ADN est 

Mélange réactionnel PCR 16S 

Produits Volume (µL) Cf 

Tampon kit (10x) 5  
Eau ultrapure stérile 33.8  

dNTP (MPbiomedicals, 2.5 mM chacun) 4 0.2 mM chacun 
Amorce 16S27f (10 µM) 2 20 pmol 

Amorce 16S1541r (10 µM) 2 20 pmol 
Taq platinum HF 5 U/ µL 0.2 1 U 

MgSO4 kit (50 mM) 2 2 mM 
Extrait ADN 1 20 ng 

Volume total 50  

Mélange réactionnel PCR ITS 

Produits Volume (µL) Cf 

Tampon kit (10x) 5  
Eau ultrapure stérile 34.25  

dNTP ( MPbiomedicals, 2.5 mM chacun) 4 0.2 mM chacun 
Amorce ITS1F (10 µM) 2 20 pmol 
Amorce ITS4 (10 µM) 2 20 pmol 
Taq platinum 5U/ µL 0.25 1.25 U 

MgSO4 (50 mM) 1.5 1.5 mM 
Extrait ADN 1 20 ng 

Volume total 50  
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évaluée directement par le spectrophotomètre par utilisation d’une courbe de calibration 

programmée.  

La ligation est réalisée avec le kit « Qiagen PCR cloning plus » selon le protocole indiqué dans le kit. 

Pour la ligation avec le vecteur pDrive, entre 100 et 150 ng d’ADN sont utilisés pour les produits de 

PCR 16S et entre 20 et 25 ng d’ADN pour les produits de PCR ITS. Les mélanges réactionnels sont 

présentés dans le Tableau 7. Après ligation, les tubes sont congelés à -20 °C jusqu’à utilisation pour la 

transformation. 

Tableau 7 : Mélanges réactionnels pour les ligations 

 

 

 

 

 Transformation et criblage 3.

a. Préparation des milieux de culture sélectifs 

Un milieu de culture spécifique pour le criblage blanc/bleu est réalisé. Il s’agit d’un milieu LB 

(lysogeny broth) contenant de l’ampicilline (100 µg/mL), du X-gal (80 µg/mL) et de l’IPTG (50 µM). Le 

milieu LB est préparé en mélangeant pour 1L de milieu, 20 g de LB broth (Sigma), 15 g d’agar-agar 

(Sigma) et 1L d’eau déminéralisée. Le tout est autoclavé 30 min à 120°C. Une solution d’ampicilline à 

10 mg/mL est préparée en ajoutant 1 g d’ampicilline (Sigma) dans 100 mL d’eau ultrapure. Après 

refroidissement du milieu LB autoclavé, 660 µL de X-gal à 40 mg/mL (Merck), 430 µL d’IPTG à 

100 mg/mL et 3,3 mL d’ampicilline à 10 mg/mL sont ajoutés dans 350 mL de milieu LB. Le tout est 

homogénéisé et 15 mL environ de milieu sont déposés dans des boîtes de Pétri en conditions stériles 

sous une hotte à flux laminaire. Les boîtes sont refroidies sous la hotte, puis stockées à l’envers à 4°C 

dans du papier aluminium.  

Un milieu de culture liquide sélectif est réalisé afin de repiquer les clones. Il s’agit d’un milieu de 

culture composé de LB et d’ampicilline (50 µg/mL). Ce milieu est préparé en mélangeant pour 1 L, 

20 g de LB broth (Merck) dans de l’eau déminéralisée. Le tout est ensuite homogénéisé et autoclavé. 

Après refroidissement 50 mg d’ampicilline sont ajoutés puis le milieu est stocké une semaine 

maximum à 4°C avant utilisation. 

b. Transformation, culture et criblage  

Pour la transformation avec le produit de ligation, le protocole du kit (Qiagen PCR cloning plus) est 

suivi avec ajout de 1 à 2 µL de produit de ligation par tubes de cellules compétentes fourni par le kit. 

La transformation se fait par choc thermique. Les tubes sont homogénéisés doucement et laissés sur 

Mélange réactionnel ligation ITS 

Produits Volume (µL) Cf 

Vecteur pdrive 1 50 ng 
Eau ultrapure stérile 0 qsp 

Produits PCR 4 20 ng 
Tampon ligation (2x) 5 1x 

Volume total 10  

Mélange réactionnel ligation 16S 

Produits Volume (µL) Cf 

Vecteur pdrive 1 50 ng 
Eau ultrapure stérile 2 qsp 

Produits PCR 2 100 ng 
Tampon ligation (2x) 5 1x 

Volume total 10  
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la glace pendant 5 min. Puis les tubes sont chauffés à 42°C dans un bain-marie pendant 30 s. Les 

tubes sont ensuite remis sur la glace pendant 2 min puis un volume de 250 µL de milieu SOC fourni 

par le kit est ajouté dans chaque tube. Le tout est homogénéisé et étalé sur les boîtes de Pétri afin 

d’isoler les transformants. Pour chaque transformation correspondant à un sérum, 70 µL de solution 

de cellules après transformation sont déposés sur 3 boîtes de Pétri contenant le milieu de culture 

spécifique pour le criblage blanc/bleu. Les étalements sont faits sous hotte stérile avec un râteau en 

verre stérilisé à la flamme. Les boîtes de Pétri sont ensuite incubées à 37°C. Après 17h d’incubation, 

des colonies bleues et blanches apparaissent. Les boîtes stockées à 4°C pendant 3h minimum afin 

d’intensifier. 

Les colonies blanches (transformants contenant le vecteur et le produit PCR ligué) sont ensuite 

repiquées avec un cône de pipette stérile dans 200 µL de milieu de culture liquide LB/ampicilline 

préalablement déposés dans les puits d’une microplaque 96 de culture (Nunc). Chaque puits contient 

une colonie différente. Pour le marqueur 16S, deux plaques de culture sont réalisées par échantillon 

(environ 200 clones) et alors qu’une seule plaque de culture est réalisée par échantillon pour le 

marqueur ITS. Les plaques de culture sont incubées à 37°C pendant 24 h puis un échantillon de 

chaque puits (volume aléatoire en trempant le cône de pipette dans la culture) est transféré dans 

ceux d’une plaque 96 puits de PCR. Les plaques de culture sont stockées à -20°C. 

c. PCR colonie 

Une PCR colonie est réalisée directement sur les cellules transformées (sans extraction d’ADN 

préalable) afin d’amplifier chaque produit PCR indépendamment. Les amorces utilisées sont celles du 

vecteur pDrive : T7 sens (5' GTAATACGACTCACTATAG 3') et SP6 antisens (5' 

CATTTAGGTGACACTATAG 3'). Le mélange réactionnel est préparé dans les proportions présentées 

dans le Tableau 8. 

Le thermocycleur est programmé avec une phase initiale de dénaturation 5 min à 94°C puis 35 cycles 

de réplications avec 30 s à 94°C, 45 s à 53°C et 2 min à 72°C et pour finir une phase d’élongation 5 

min à 72°C et un stockage final à 15°C dans le thermocycleur. Les précautions de manipulation sont 

les mêmes que celles utilisées dans pour la PCR du clonage et séquençage (§ C.2.a). 

 

Tableau 8 : Mélange réactionnel pour la PCR colonie 

 

 

 

 

 

 

Mélange réactionnel PCR colonie 

Produits Volume (µL) Cf 

Tampon PCR 10x (Sigma) 5  
Eau ultrapure stérile 32,6  

dNTP (MP Bio, 2.5 mM chacun) 4 0.2 mM chacun 
Amorce T7 (10 µM) 2 20 pmol 

Amorce SP6 (10 µM) 2 20 pmol 
Taq (Sigma, 2,5 U/ µL 0.4 1 U 

MgCl2 (Sigma, 25 mM) 4 2 mM 
Extrait ADN une goutte  

Volume total 50  
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 Séquençage Sanger 4.

a. Purification sur billes AMPure Xp 

Avant d’être séquencés, les produits PCR sont purifiés. Ils sont dilués deux fois avec de l’eau 

ultrapure et purifiés sur billes avec le kit Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). Le flacon 

d’AMPure est tout d’abord bien agité afin de resuspendre les billes et 36 µL sont ajoutés dans 20 µL 

de produits PCR placés dans chaque puits d’une microplaque 96. La plaque est refermée avec un film 

aluminium, vortexée 30 s, centrifugée 1 min à 2500 x g (Sigma AK15C), puis laissée 10 min à 

température ambiante. Le tout est placé sur un support magnétique et laissé 10 min à température 

ambiante. Puis tout en laissant la plaque sur le support magnétique, le surnageant est éliminé avec 

une pipette multicanal en prenant soin de ne pas prélever de billes. Un volume de 200 µL d’éthanol 

70% est ajouté dans chaque puits et retiré après 30 s d’attente. Cette étape de lavage est répétée en 

prenant soin de laisser le minimum d’éthanol au fond des puits. La plaque dans son support 

magnétique est séchée 15 min dans une étuve à 37°C. Après séchage, les billes sont resuspendues 

dans 40 µL d’eau ultrapure en vortexant la plaque pendant 30 s en dehors du support magnétique. La 

plaque est placée de nouveau sur le support magnétique pendant 10 min, le surnageant est récupéré 

à la pipette multicanal et placé dans une plaque 96 puits propre. La plaque est scellée avec un film 

aluminium et stockée à -20°C. 

b. Dosage Hoechst  

Les produits PCR purifiés sont ensuite dosés au fluorochrome de Hoechst (Hoechst 33258, 

Interchim). Pour cela 10 µL de produits PCR de chaque échantillon sont déposés dans un puits de 

plaque 96 noire (X32 PLAQUE PS F96, Greiner Bio one). La dernière colonne de la plaque est dédiée 

au standard. Il s’agit d’ADN de phage lambda préparé dans du TE 1X en concentration de 6,25 ; 12,5 ; 

25 ; 50 ; 100 et 200 ng/µL. Un volume de 2 µL de chaque concentration est déposé dans un puits de 

la plaque et deux puits de la dernière colonne sont réservés au blanc sans ADN. La plaque est 

déposée sur la glace pour prévenir les évaporations. Puis dans chaque puits 190 ou 198 µL de réactifs 

sont déposés à la pipette multicanal. Le réactif (Tris ph 7,8 à 100 mM, EDTA 10 mM, NaCl 1 M, 

Hoechst à 0,1 µg/mL) est préparé dans la pénombre dans une salle dédiée à la manipulation des 

réactifs mutagènes. Pour 25 mL de réactifs, 2,5 mL de Tris 1 M (pH 7,4), 0,5 mL d’EDTA 0,5 M (pH 8), 

10 mL de NaCl 2,5 M, 2,5 µL de Hoechst à 1 mg/mL et 12 mL d’eau ultrapure sont mélangés dans un 

tube Falcon de 50 mL entouré de papier aluminium. La plaque est ensuite déposée dans le 

spectrophotomètre (Tecan GENIOS PLUS) et l’ADN quantifié en excitant à 355 nm et en mesurant 

l’émission à 460 nm. La quantité d’ADN est calculée en rapportant l’intensité de la réponse à la droite 

étalon, et la concentration d’ADN calculée en divisant la quantité d’ADN par le volume d’ADN déposé 

dans les puits. 
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c. Réaction de séquençage 

Une réaction de PCR de séquençage est faite avant injection dans le séquenceur. Il s’agit d’une 

réaction de PCR générant des séquences de différentes longueurs avec à leurs extrémités des 

nucléotides fluorescents. Le mélange réactionnel est préparé dans les proportions du Tableau 9 avec 

le kit Invitrogen BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. 

 

Tableau 9 : Mélange réactionnel pour les PCRs séquençage 

 

 

 

 

 

 

La quantité d’ADN utilisée pendant la réaction dépend de la taille du fragment d’ADN. Pour un 

fragment PCR entre 1000 et 2000 pb, il est recommandé par le kit (Qiagen PCR cloning plus) d’utiliser 

de 10 à 40 ng d’ADN et pour un fragment de 500 à 1000 pb entre 5 et 20 ng d’ADN. Les consignes de 

manipulation sont les mêmes que pour PCR clonage et séquençage (§ C.2.a). Le thermocycleur est 

programmé avec une phase de dénaturation initiale de 5 min à 92°C puis 60 cycles de réplications 

avec 30 s à 92°C et une rampe de température de 17%, 20 s à 50°C avec une rampe de 17% et 4 min 

30 s à 60°C avec une rampe de 17% et pour finir un stockage final à 14°C dans le thermocycleur. Les 

produits PCR sont congelés à -20°C. Le séquençage est fait que dans le sens de l’amorce T7. 

d. Purification sur billes CleanSEQ 

Les produits de la réaction de séquençage sont ensuite purifiés avec le kit Agencourt CleanSEQ 

(Beckman Coulter). Pour cela, 7,5 µL du réactif CleanSEQ sont ajoutés aux 20 µL de produits PCR puis 

42 µL d’éthanol 85% sont ajoutés avec une pipette multicanal. La plaque est vortexée pendant 30 s, 

centrifugée 1 min à 2500 x g puis placée sur un support magnétique pendant 3 min. Tout en laissant 

la plaque sur le support, le surnageant est éliminé délicatement en prenant soin de ne pas prélever 

des billes. Les billes sont nettoyées en ajoutant 100 µL d’éthanol 85% et en laissant la plaque reposer 

30 s à température ambiante puis l’éthanol est retiré. Cette étape de lavage est répétée en prenant 

soin de bien enlever tout l’éthanol résiduel. La plaque est ensuite séchée 10 min à température 

ambiante puis 40 µL d’eau ultrapure sont ajoutés dans chaque puits, la plaque est vortexée 30 s afin 

de resuspendre les billes puis repose 5 min en dehors du support magnétique à température 

ambiante. La plaque est scellée avec un film aluminium et stockée à -20°C. 

Mélange réactionnel PCR séquençage 16S 

Produits Vol (µL) Cf 

Tampon kit (5x) 4 1x 
Eau ultrapure stérile 0,68  

Big dye (kit) 1 2 mM 
Amorce T7 (10 µM) 0,32 3,2 pmol 

Extrait ADN 14 20 à 100 ng 

Volume total 50  

Mélange réactionnel PCR séquençage ITS 

Produits Vol (µL) Cf 

Tampon kit (5x) 4 1x 
Eau ultrapure stérile 10,08  

Big dye (kit) 0,6 2 mM 
Amorce T7 (10 µM) 0,32 3,2 pmol 

Extrait ADN 5  20 à 100 ng 

Volume total 50  
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e. Injection dans le séquenceur 

Avant injection dans le séquenceur, la plaque contenant les séquences est décongelée et vortexée. 

Les produits PCR de cette dernière réaction sont injectés dans le séquenceur à 8 capillaires ABI 

PRISM 3130 XL. La migration dure 120 min sur capillaire de 50 cm sur un polymère d’électrophorèse  

POP7 d’Invitrogen. 

 Analyse bioinformatique 5.

A partir du fichier au format ab1 produit par le séquenceur, les séquences brutes sont converties au 

format FASTA en supprimant les régions de la séquence de mauvaise qualité grâce au logiciel « Abi to 

Fasta converter » disponible gratuitement sur internet (http://www.dnabaser.com). Puis les 

séquences Fasta sont regroupées au sein d’un même fichier « multifasta » grâce au logiciel « DNA 

Baser » disponible sur le même site. Ce fichier « multifasta » est ouvert dans le logiciel d’alignement 

« Seaview » (http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html). Les séquences sont alignées et les 

régions propres au vecteur pDrive supprimées ainsi que les séquences de mauvaise qualité car trop 

courtes. Un fichier Fasta est enregistré et téléchargé dans « RDP » (Ribosomal Database Project - 

http://rdp.cme.msu.edu/) pour l’identification des séquences. Les séquences sont alignées avec la 

base de données « RDP10 » (juin 2012). Le genre est distingué avec un facteur de 95% de similitude, 

l’espèce avec 97% et la souche avec 99% (Petrosino, Highlander et al. 2009; Uroz, Buée et al. 2010). 

Les séquences sont ainsi assignées à l’espèce, au genre ou à la famille en fonction du Sab score 

(similarity score a versus b) fournis par RDP. Ce score correspond au pourcentage de bases d’ADN 

bien alignées entre les deux séquences.  

  

http://www.dnabaser.com/
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html
http://rdp.cme.msu.edu/
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 Pyroséquençage 454 D.

 Principe 1.

La Figure 20 présente le principe général du pyroséquençage. Le pyroséquençage 454 est une 

méthode de séquençage de nouvelle génération (Next Generation Sequencing – NGS) à haut débit 

permettant d’obtenir en une expérience (un run) environ un million de séquences d’ADN entre 400 

et 700 pb. Cette méthode permet également de séquencer des échantillons en mélange et donc de 

ne pas passer par une méthode de clonage comme dans le clonage et séquençage. La séparation des 

différents fragments d’ADN se fera par capture sur des billes. En effet en jouant sur le ratio 

billes/fragments d’ADN, il est possible de capturer une seule molécule par bille.  

La différentiation des échantillons se fait lors de la première PCR avec l’ajout d’un marqueur 

(Multiplex identifier - MID) sur les amorces. Un MID correspond à un échantillon. Puis les différents 

produits PCRs des différents échantillons sont mélangés puis envoyés à une société possédant les 

appareils nécessaires au pyroséquençage.  

Pour le pyroséquençage 454, la bille possédant un fragment d’ADN unique subit une PCR en 

émulsion. Cette étape permet de répliquer le fragment sur toute la surface de la bille. Puis une seule 

bille est ajoutée par puits de la plaque de séquençage. Les nucléotides ne sont pas ajoutés tous 

ensembles comme dans une réaction de séquençage normale mais l’un après l’autre. Si le nucléotide 

ajouté dans le milieu réactionnel correspond à celui « attendu » par la polymérase (complémentaire 

au brin en cours de duplication), il est incorporé dans le brin en cours de synthèse et libère un 

pyrophosphate (PPi). Une ATP sulfurylase vient alors transformer ce PPi en ATP qui est alors utilisé 

par une luciférase pour transformer la luciférine en oxyluciférine. Cette réaction libère un signal 

lumineux détecté par un capteur présent dans le séquenceur. 

Figure 20 : Principe général du pyroséquençage 454 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_r%C3%A9actionnel
http://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A9rase
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 PCR et amorces 2.

Pour le pyroséquençage 454, les amorces utilisées pour le marqueur 16S (procaryotes) sont les 

amorces universelles procaryotes 16S27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 16S533r (5’- 

TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) ciblant la région V2-V3 du 16S. Pour le marqueur 18S (eucaryotes), les 

amorces utilisées sont l’amorce universelle eucaryote dégénérée 18s448f (5’-

CTGAYWCAGGGAGGTAGTRA-3’) et l’amorce universelle eucaryote excluant les métazoaires 18s1134r 

(5’- TTTAAGTTTCAGCCTTGCG-3’). A ces amorces sont rajoutées de courtes séquences de 10 pb, les 

MIDs (Multiplex identifiers), permettant de distinguer différents échantillons après mélange des 

différents produits PCR. Un total de 25 MIDs différents est utilisé (Tableau 10) correspondant aux 25 

premiers MIDs de Roche sur les 153 disponibles. 

Tableau 10 : Liste des MIDs (Roche) 

 

 

 

 

 

 

 

Les PCRs sont réalisées dans les mêmes conditions de manipulation que pour les PCR clonage et 

séquençage (§ C.2.a) avec le kit Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) qui utilise une ADN 

polymérase de haute-fidélité. Les mélanges réactionnels pour le 16S et le 18S sont les mêmes que 

celui du 16S de PCR clonage et séquençage (§ C.2.a). Afin d’homogénéiser le pyroséquençage, la 

même quantité d’ADN est utilisée dans les PCRs des différents échantillons suite à un dosage 

« Picogreen » (§ B.4). Le thermocycleur est programmé pour le 16S avec une phase initiale de 

dénaturation, 4 min à 94°C, puis 25 cycles de réplication avec 30 s à 94°C, 45 s à 57°C, 2 min à 68°C et 

une phase d’élongation finale, 7 min à 72°C, et un stockage à 15°C dans l’appareil. Pour le 18S, le 

programme commence par une phase de dénaturation, 4 min à 94°C, puis 30 cycles de réplication 

avec 45 s à 94°C, 1 min à 53°C, 2 min à 68°C et une phase d’élongation finale, 7 min à 72°C, et un 

stockage à 15°C dans l’appareil. 

La PCR est réalisée sur chaque échantillon, c’est-à-dire sur les trois répétitions indépendantes de 

maturation (chapitre 2 § II.B). Le résultat des PCR est observé en réalisant un gel d’électrophorèse 

d’agarose à 1,5% et en déposant 5 µL de produits PCR (§ III.B.5). Les produits PCR sont congelés à -

20°C. Puis ces trois répétitions indépendantes de produits PCR sont groupées en équivolume avant la 

purification afin d’homogénéiser les différences et d’avoir plus de matériel génétique pour le 

séquençage. Pour les échantillons de champs et les cultivables sur Sabouraud et PCA, les extraits 

d’ADN sont mélangés de façon équimolaire avant de réaliser la PCR.  

MID-1 ACGAGTGCGT MID-10 TCTCTATGCG MID-19 TGTACTACTC 

MID-2 ACGCTCGACA MID-11 TGATACGTCT MID-20 ACGACTACAG 

MID-3 AGACGCACTC MID-12 TACTGAGCTA MID-21 CGTAGACTAG 

MID-4 AGCACTGTAG MID-13 CATAGTAGTG MID-22 TACGAGTATG 

MID-5 ATCAGACACG MID-14 CGAGAGATAC MID-23 TACTCTCGTG 

MID-6 ATATCGCGAG MID-15 ATACGACGTA MID-24 TAGAGACGAG 

MID-7 CGTGTCTCTA MID-16 TCACGTACTA MID-25 TCGTCGCTCG 

MID-8 CTCGCGTGTC MID-17 CGTCTAGTAC   

MID-9 TAGTATCAGC MID-18 TCTACGTAGC   
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 Purification sur billes AMPure Xp  3.

Les produits PCR sont ensuite purifiés en utilisant le protocole de purification sur billes AMPure Xp 

(§ C.4.a) en microplaque pour les échantillons les plus concentrés et en tube individuel pour les 

échantillons les moins concentrés.  

La purification en plaque ne permet pas la manipulation d’un volume total supérieur à 100 µL, afin de 

bien pouvoir homogénéiser dans les puits de la plaque. Un volume maximal de 40 µL de produits PCR 

peut donc être purifié ce qui ne permet pas de concentrer l’échantillon car le volume de 

resuspension est limité à 40 µL. Cette technique a donc été utilisée pour les échantillons dont la 

concentration est supérieure à 5 ng/µL. Il s’agit du même protocole que celui décrit dans la partie 

(§ C.4.a) à l’exception que 40 µL de produits PCR sont purifiés et que 60 µL d’AMPure Xp sont 

ajoutés. Les rinçages se font avec 200 µL d’éthanol 70% par échantillon et la resuspension finale se 

fait dans 40 µL de TE 1X. 

Pour les échantillons les moins concentrés (concentration inférieure à 5 ng/µL) une purification en 

tube Eppendorf de 1,5 mL est faite en utilisant un support magnétique adapté ce qui ne limite pas le 

volume total et permet de concentrer les échantillons. Un volume de 135 µL de produits PCR est 

purifié auquel sont ajoutés 243 µL d’AMPure Xp. Le protocole est le même que celui de la purification 

sur billes AMPure Xp (§ C.4.a) à l’exception du volume de rinçage qui est de 600 µL d’éthanol 70%. Le 

volume final de suspension est de 40 µL de TE 1X. 

Les produits PCRs groupés, purifiés et éventuellement concentrés sont ensuite dosés suivant le 

protocole de dosage au Picogreen (§ B.4) 

 Préparation des mix 4.

Chaque produit PCR correspond à un échantillon marqué par un MID. Dans un mix les différents 

produits PCRs sont groupés en respectant les règles suivantes :  

- Un marqueur par mix (ne pas mélanger le 16S et le 18S dans un même groupe) 

- Ne pas retrouver deux fois le même MID dans un groupe 

- Grouper les produits PCRs purifiés de façon équimolaire 

- Quantité finale d’ADN minimale de 1 µg 

- Concentration finale d’ADN entre 10 et 500 ng/µL 

- Volume final minimal de 20 µL 

Les mix ayant une concentration trop faible peuvent être reconcentrés par purification sur billes 

AMPure Xp (§ C.4.a) sachant que le volume de suspension final (après purification et avant 

préparation du mix) sera toujours au minimum de 40 µL. Ainsi 4 mix ont été préparés (deux mix 16S 

et deux mix 18S). Chaque mix comprend 25 échantillons avec 25 MIDs distincts, soit pour les deux 

mix un total de 50 échantillons. Les mix finaux ont été préparés afin de contenir une concentration 

finale de 20 ng/µL de chaque échantillon (produits PCR ou pool de produits PCR purifiés). 
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Les groupes sont dosés de nouveau suivant le protocole de dosage au Picogreen (§ B.4) afin de 

vérifier que la concentration théorique est bien obtenue. 

 Pyroséquençage 454 5.

Les mix sont ensuite envoyés à la société Beckman Coulter Genomics par un transport en carboglace. 

La société se charge de la ligation des mix (produits PCR + MID) avec un adaptateur de séquençage 

RL-MID. Un adaptateur de séquençage RL-MID est assigné à un groupe et permet donc de les 

distinguer mais aussi d’effectuer la réaction de pyroséquençage 454. La réaction de séquençage se 

fait dans les deux sens afin d’obtenir par assemblage des séquences consensus de qualité. 

 Analyse bioinformatique 6.

L’analyse bioinformatique est également réalisée par la société. Les séquences sortant du 

séquenceur sont tout d’abord démultiplexées en utilisant les MIDs. Puis les séquences sont alignées 

et groupées avec l’assembleur Mira. Cette étape permet de générer des séquences consensus et des 

singletons. Ces séquences consensus et singletons sont alignées avec le logiciel MEGAN sur des bases 

de données internes à la société. Pour le 16S, une copie de la base de données de RDP est utilisée. 

Cette copie a été remaniée afin de trier les séquences non informatives (e.g bactéries non 

cultivables). Pour le 18S, la base de données correspond à une copie locale de Genbank. Le logiciel 

MEGAN affilie chaque séquence à un microorganisme en choisissant le meilleur score d’alignement. 

Si les meilleurs scores appartiennent à différentes espèces, alors la séquence sera affiliée au niveau 

du genre. Le logiciel MEGAN est également utilisé pour réaliser des arbres de distances entre les 

séquences consensus et les singletons et pour indiquer le nombre de séquences affiliées à chaque 

groupe qui le constitue.  
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IV. Méthodologie analyse biochimique  

 Analyse des solutés : glucides, québrachitol et acides organiques  A.

 Dosage à l’anthrone des sucres totaux dans le sérum de coagulum 1.

Le dosage à l’anthrone est une technique permettant de quantifier les sucres totaux dans un 

échantillon par colorimétrie. Le principe repose sur la formation d’un composé coloré par 

condensation entre le sucre déshydraté en milieu acide formant un furfural et l’anthrone. Les 

conditions de réaction (milieu fortement acide à 100°C) provoquent également l’hydrolyse des 

polysaccharides, ce qui permet de doser les sucres totaux. La couleur de l’échantillon varie du jaune 

au bleu en fonction de la concentration en sucre. L’absorbance des échantillons est mesurée à 620 

nm.  

Le dosage se fait en microplaque suivant la méthode décrite précédemment (Leyva, Quintana et al. 

2008). Pour cela le réactif à l’anthrone est préparé à la concentration de 1 g/L en mélangeant 50 mL 

de H2SO4 96% (RPE, Carlo Erba) et 0,05 g d’anthrone 97% (Sigma) dans une fiole d’Erlenmeyer de 100 

mL placée dans de la glace. Le réactif, préparé extemporanément, est protégé de la lumière en 

plaçant un papier aluminium autour de la fiole. Une gamme étalon de saccharose (Sigma) allant de 0 

à 1 mM est préparée dans de l’eau ultrapure avec des points intermédiaires de 0,1 ; 0,15 ; 0,20 ; 

0,25 ; 0,5 et 0,75 mM. Dans une microplaque (plaque 96 UV star, Greiner) disposée sur de la glace, 

sont ajoutés dans chaque puits 50 µL d’échantillon (sérum de coagulum ou sérum de latex préparé 

selon II.C.2) ou de standard et 150 µL de réactif à l’anthrone. Si nécessaire, les échantillons sont 

dilués pour que leurs concentrations correspondent à celle de la gamme étalon. Trois répétitions 

sont faites par échantillon et par point de concentration de la gamme. La plaque est laissée 10 min 

sur le lit de glace puis placée 20 min dans une étuve à 100°C. Après 20 min de refroidissement à 

température ambiante à l’abri de la lumière, la plaque est homogénéisée dans un agitateur pour 

plaque. 

La lecture de l’absorbance est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre lecteur de microplaques 

(Tecan Saphire 2) à une longueur d’onde de 620 nm. Aux valeurs d’absorbance mesurées sont 

enlevées celles du blanc (eau ultrapure sans saccharose). La concentration en sucres totaux dans les 

échantillons est ensuite calculée grâce à la droite d’étalonnage obtenue avec la moyenne de 

l’absorbance mesurée sur les trois répétitions de chaque concentration de la gamme étalon.  

 Chromatographie liquide à haute performance couplée à la spectrométrie de 2.

masse (HPLC-MS) 

a. Principe de la méthode 

La chromatographie liquide à haute performance (High Performance Liquid Chromatography – HPLC) 

est une méthode permettant de séparer des composés présents dans une phase liquide. Ces 

composés sont séparés par des différences d’affinités et d’interactions de ces composés avec une 

phase stationnaire. L’injection se fait à haute pression. Après élution dans la colonne, la phase mobile 

passe dans un détecteur permettant de repérer la présence d’un composé et de le quantifier. Les 
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résultats sont obtenus sous la forme d’un chromatogramme avec des pics correspondant aux 

composés élués à différents temps de rétention.  

L’HPLC peut être couplée à la spectrométrie de masse (Mass Spectrometry – MS) afin de déterminer 

la masse moléculaire d’ions issus des analytes séparés. Le principe réside dans la désolvatation et 

l’ionisation des solutés en sortie de colonne HPLC puis la séparation en phase gazeuse des composés 

ionisés en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) dans un quadripôle. Différents types 

d’ionisation peuvent être utilisés. Le spectromètre de masse est ici utilisé en mode d’ionisation 

multiple ESCi (Electrospray and Chemical Ionisation) ce qui permet d’utiliser dans la même analyse 

une ionisation par électronébuliseur (Electrospray Ionization, ESI) et une ionisation chimique à 

pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI). En mode ESI, les 

molécules de l’échantillon s’ionisent en solution en sortie du nébuliseur principalement par captation 

ou perte d’un proton puis pénètrent dans la source sous vide après un processus de désolvatation. 

En APCI, les molécules sortent du nébuliseur chauffé ce qui vaporise l’échantillon dans la source sous 

pression atmosphérique, et une décharge électrique ionise les molécules dans la source en même 

temps que la désolvatation.  

Les pics sortant du système HPLC-MS peuvent ainsi être identifiés grâce au temps de rétention et au 

rapport m/z des ions détectés grâce à une comparaison avec les données de composés étalons et aux 

masses molaires connues. Ces composés sont quantifiés, à l’aide d’une gamme étalon, sur la base de 

l’aire des pics chromatographiques correspondants obtenus par un détecteur UV placé en série avant 

le spectromètre de masse.  

b. Purification des échantillons 

Les surnageants de sérum et de latex dilué 5 fois, préalablement préparés en Thaïlande (voir II.C), 

sont préparés avant l’injection par élimination des macromolécules de plus de 3 kDa par 

ultrafiltration. Pour cela les échantillons sont tout d’abord décongelés, homogénéisés à l’aide d’un 

vortex et les particules s’étant formées lors de la congélation décantent pendant 1 h à 4°C. Ensuite 1 

mL de surnageant est prélevé et soumis à une ultrafiltration sur membrane de cellulose de 3 kDa 

dans un tube à centrifuger de 15 mL (Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-3 

membrane, Millipore) pendant 2 h à 15°C et à 4500 x g (Centrifugeuse Avanti J-25, Rotor JA-14 et 

adaptateurs, Beckman Coulter). Les tubes de centrifugation sont au préalable rincés en centrifugeant 

500 µL d’eau ultrapure pendant 1 h à 4500 x g à 15°C. L’ultrafiltrat est ensuite récupéré et congelé à -

20°C. 

c. Préparation de l‘analyse 

Les échantillons sont décongelés puis homogénéisés à l’aide d’un agitateur vortex. A 150 µL 

d’échantillon sont ajoutés 17 µL d’une solution à 1% (v/v) (H3P04 86%, RPE, Carlo Erba). Après 

agitation, chaque échantillon est transféré dans un flacon d’analyse à l’aide d’une seringue équipée 

d’un filtre de 0.22 µm de diamètre de pores à faible volume mort (Filtre 4 mm membrane, Nalgène). 
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d. Préparations des solutions étalons 

Des solutions de composés témoins sont préparées à différentes concentrations afin de réaliser une 

gamme étalon et de connaitre leurs temps de rétention et leurs produits d’ionisation en masse. Ces 

composés étalons ont été choisis suite à une étude bibliographique. Il s’agit du L-québrachitol, de 

l’acide acétique, de l’acide propionique, de l’acide valérique, de l’acide formique, de l’acide citrique, 

ainsi que l’azoture de sodium utilisé dans les expériences de maturation contrôlée. Ils sont préparés 

dans une gamme de 8 concentrations allant de 0,08 à 15 g/L préparés dans de l’eau ultrapure 

contenant 0,1 % d’H3PO4. Chaque solution étalon est filtrée à 0,22 µm lors de son transfert dans le 

flacon d’analyse.  

e. Le système HPLC et les paramètres d’analyse  

La chaîne d’analyse est composée d’un chromatographe HPLC Alliance 2695 (Waters) équipé d’un 

four à colonne, d’un détecteur UV/Vis (2487, Waters) et d’un spectromètre de masse Micromass ZQ 

(Waters) équipé d’une sonde combinée permettant une ionisation par électrospray (ESI) ou par 

ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI). 

La chromatographie se fait sur une colonne contenant une résine échangeuse de cations en 

polystyrène-divinyl-benzène sulfonaté (SO3
-) de dimensions 250 x 4,6 mm et de taille de particules de 

9 µm (Supelcogel H, Sigma). Cette colonne est utilisée pour séparer les sucres, les acides organiques 

et les alcools. La colonne est thermostatée à 65°C. La phase mobile est de l’eau ultrapure acidifiée 

avec 0,1% d’acide phosphorique (H3PO4) et filtrée à 0,22 µm, circulant à un débit de 0,2 mL/min. Le 

temps d’analyse par échantillon est de 70 min et le volume d’injection de 20 µL. La détection en 

sortie de colonne se fait par mesure de l’absorbance à 210 nm. Chaque échantillon (sérum de 

coagulum, sérum de latex ou standard) est injecté une fois, les répétitions étant réalisées sur des 

échantillons indépendants.  

f. Le spectromètre de masse et les paramètres d’analyse  

Le spectromètre de masse est positionné en ligne après le spectrophotomètre. Les échantillons sont 

analysés en mode d’ionisation multiple ESCi. Les paramètres d’ionisation sont décrits dans le Tableau 

11. Les deux modes alternent l’un après l’autre avec pour chacun un temps d’analyse de 1,5 s et un 

délai entre deux analyses de 0,5 s. Les masses sont analysées dans la gamme m/z 30 à 500.  

Tableau 11 : Paramètres d'ionisation 

Paramètres ESCi - ESCi+ 

Tension capillaires (kV)  4,76 4,76 
Tension cône ES (V) 20 40 
Tension cône APCI (V) 25 0 
Courant corona (µA) (APCI) 20,50 25,60 
Débit gaz de cône (L/h) 25 25 
Débit gaz pour désolvatation (L/h) 175 175 
Température désolvatation (°C) 250 250 
Température source (°C) 140 140 
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g. Analyse des données 

L’analyse des données se fait avec le logiciel Masslinx v4.2 (Waters). Pour la masse, les données sont 

analysées en mode négatif pour l’APCI (APCI-) et en mode négatif (ES-) et positif (ES+) pour l’ESI. A 

chaque pic sur le chromatogramme est associé un temps de rétention, une aire de pic (UV), les 

résultats en masse et la comparaison avec les composés témoins.  

 Analyse des protéines B.

 Extraction des protéines du latex, du sérum de coagulum et du caoutchouc sec 1.

a. Préparation du tampon d’extraction des protéines 

Le tampon d’extraction est composé de 100 mM Tris, 100 mM EDTA, 1% PVPP, 2% triton X-100, 10% 

de glycérol et 20 mM de DTT. Pour 100 mL de tampon, 12 g de Tris (Sigma), 20 mL d’une solution 

d’EDTA 0,5 M (§ III.B.1.a), 0,3 g de DTT (dithiothéitol, Sigma), 1 g de PVPP (polyvinylpolypyrrolidone, 

Sigma), 2 g de triton X-100 (Sigma) et 10 g de glycérol (Sigma) sont mélangés. 

b. Extraction des protéines du latex frais 

Les protéines du latex sont extraites en phase aqueuse en présence de détergents afin de désorber 

au maximum les protéines liées aux particules de caoutchouc. Pour cela, un volume de 4 mL de latex 

frais est mélangé avec 8 mL de tampon d’extraction ($ 1.a) dans un tube à centrifuger de 50 mL et 

homogénéisé par agitation avec un barreau aimanté pendant 30 min. Le tube est ensuite centrifugé à 

35000 x g pendant 30 min à 4°C. Ensuite, trois fois 1 mL de surnageant est aliquoté dans trois 

microtubes de type Eppendorf et congelé à -20°C. 

c. Extraction des protéines du sérum de coagulum 

Les protéines sont extraites par ultrafiltration du sérum sur une membrane de 3 kDa selon le 

protocole de purification de la partie (voir A.2.b). Le rétentat est transféré dans un nouveau tube de 

2 mL, puis la membrane est rincée avec 100 ou 200 µL d’eau ultrapure, l’eau de rinçage étant ajoutée 

à l’extrait protéique jusqu’à un volume total de 300 µL. A ces 300 µL sont ensuite ajoutés 100 µL de 

solution tampon de Laemmli 4x (voir B.2.a), puis le tout est homogénéisé et congelé à -20°C.  

d. Extraction des protéines du caoutchouc sec 

Un total de 100 mg de caoutchouc naturel par échantillon est coupé en morceaux (5x5x5 mm) et 

solubilisé dans 40 mL de cyclohexane/éthanol 39:1 (v/v) dans des flacons en verre de 50 mL. Les 

flacons sont placés dans un bain-Marie à 30°C pendant 5 jours. Chaque jour, les flacons sont agités 

vigoureusement pendant 10 s. Après solubilisation, le contenu des flacons est transféré dans des 

tubes à centrifuger de 50 mL puis soumis à une centrifugation à 10000 x g pendant 30 min à 20°C. Les 

surnageants sont éliminés délicatement par renversement des tubes et les culots sont séchés dans 

les tubes sous une hotte pendant 48 h. Une fois que les culots sont secs, ceux-ci sont récupérés par 

grattage avec une tige métallique nettoyée entre chaque échantillon puis repris dans 150 µL de 

solution tampon de Laemmli 1x.  
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 Analyse des protéines extraites par SDS-PAGE 2.

a. Préparation de la solution tampon de Laemmli  

La solution tampon de Laemmli 4x a la composition suivante : Tris-HCl pH 6,8 à 0,25 M, SDS à 80 g/L, 

glycérol à 400 g/L et bleu de bromophénol à 0,1 g/L. Pour préparer 100 mL de solution tampon, 

3,02 g de tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris, MP Biomédical), 8 g de SDS (ICN Biomedical) et 

40 g de glycérol (Carlo Erba) sont dissouts dans 90 mL d’eau ultrapure dans une fiole d’Erlenmeyer 

sous agitation magnétique. Le pH est ensuite ajusté à 6,8 avec de l’HCl 5M et 10 mg de bleu de 

bromophénol (Sigma) sont ajoutés. Le volume est complété à 100 mL avec de l’eau ultrapure. Ce 

tampon peut être conservé 1 mois à température ambiante.  

La technique SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) est une 

électrophorèse sur gel permettant de séparer en fonction de leur masse des protéines en mélange et 

d’estimer leur masse moléculaire (Laemmli 1970). Le dodécyl sulfate de sodium est un détergent 

ionique utilisé comme agent dénaturant des protéines. Les complexes SDS/polypeptides ont des 

densités de charges identiques (négatives) et migrent dans le gel de polyacrylamide suivant leur 

masse moléculaire et leur encombrement stérique. Le choix de la concentration en acrylamide et bis-

acrylamide du gel permet de moduler la gamme de tailles de protéines séparées.  

b. Préparation des gels d’acrylamide 

Les gels d’acrylamide sont constitués de deux parties : un gel de concentration et un gel de 

séparation à 14% d’acrylamide préparés selon le Tableau 12 et le Tableau 13 respectivement. Le 

tampon de concentration correspond à du Tris-HCl 0,5 M à pH 6,8 et le tampon de séparation 

correspond à du Tris-HCl 3 M à pH 8,8. Ces tampons sont préparés de la même façon que ceux de la 

partie (IV.B.1). Les composés sont ajoutés un à un dans une fiole d’Erlenmeyer de 100 mL sous 

agitation magnétique très douce, et le mélange obtenu est coulé rapidement après ajout de la 

tétraméthyléthylènediamine (TEMED). Le gel de séparation est coulé en premier jusqu’aux 2/3 de la 

hauteur de la cassette (Cassettes 1,5 mm 25/PK, Invitrogen) puis un filet d’eau ultrapure est ajouté 

au-dessus. Le tout est recouvert d’un film plastique et polymérise une nuit sous la sorbonne. Le 

lendemain, l’eau est retirée et la cassette est séchée avec du papier Joseph sans toucher le gel. Le gel 

de concentration est ensuite coulé jusqu’en haut de la cassette et le peigne ajouté (Peignes 10 puits 

de 1,5 mm, Invitrogen). Le tout polymérise pendant 2 h puis le gel est utilisé de suite. 

 

Tableau 12 : Préparation de deux gels de concentration pour le SDS-PAGE 

Composé Volume (mL) 

Acrylamide-bis 30% (Sigma) 1,25 
Tampon de concentration 2,5 
SDS 10% (ICN Biomedical) 0,1 

Eau ultrapure 5,65 
Persulfate NH4

+ 15 mg/mL (Biorad) 0,5 
TEMED (Sigma) 7,5 
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Tableau 13 : Préparation de deux gels de séparation pour le SDS-PAGE à 14% d’acrylamide 

Composé Volume (mL) 

Acrylamide-bis 30% (Sigma) 9,35 
Tampon de séparation 2,5 
SDS 10% (ICN Biomedical) 0,2 
Eau ultrapure 6,95 
Persulfate NH4

+ 15 mg/mL (Biorad) 1 
TEMED (Sigma) 0,01 

 

c. Électrophorèse et migration des protéines 

Les cassettes sont ensuite positionnées dans la cuve d’électrophorèse (Cuve XCell Surelock™ mini Cell 

Electrophoresis, Invitrogen) en enlevant au préalable la bande adhésive. La zone centrale de la cuve 

est remplie de tampon de migration. Pour 1L de tampon de migration 10 fois concentré, 30,3 g de 

Tris, 144 g de glycine et 10 g de SDS sont mélangés. Le pH du tampon doit être aux alentours de 8,3.  

Ensuite, entre 5 et 60 µL d’échantillon sont déposés dans chaque puits en fonction de la 

concentration en protéines de l’échantillon avec une seringue rincée entre chaque dépôt. Les 

échantillons sont dilués dans du tampon de Laemmli afin d’obtenir une concentration de tampon de 

Laemmli de 1X. Un volume de 30 µL d’un marqueur de taille (LMW-SDS Marker Kit, GE healthcare life 

science) préparé dans du tampon de Laemmli 1x est également déposé dans le premier puits. Ce 

marqueur est composé de 6 protéines avec l’α-lactalbumine (14,4 kDa), l’inhibiteur de la trypsine 

(20,1 kDa), l’anhydrase carbonique (30 kDa), l’ovalbumine (45 kDa), l’albumine (66 kDa) et la 

phosphorylase b (97 kDa). 

Le reste de la cuve est rempli de tampon de migration jusqu’à atteindre une hauteur de 4 à 5 cm. La 

cuve est refermée et branchée au générateur. L’ampérage est fixé à 20 mA par gel lorsque la 

migration s’effectue dans le gel de concentration puis est changé manuellement à 30 mA par gel 

lorsque la migration s’effectue dans le gel de séparation. Quand le front de migration atteint le bas 

de la cassette, le générateur est éteint. 

d. Révélation et décoloration des gels 

La cassette est ouverte et le gel est placé dans une boîte de Pétri remplie de solution de révélation au 

bleu de Coomassie R250 (50% v/v éthanol, 10% v/v acide acétique et 0,1% m/v de bleu de Coomassie 

R250). Pour préparer 1 L de solution de révélation, 500 mL d’éthanol (RPE, Carlo Erba), 100 mL 

d’acide acétique (Fluka) et 1 g de bleu de Coomassie (Sigma) sont mélangés. Le tout est agité 

longuement puis le volume est complété à 1 L avec de l’eau ultrapure. Le gel est laissé tremper dans 

la solution de révélation entre 1h30 et 2h sous agitation douce puis la solution de révélation est 

éliminée et le gel rincé avec de l’eau ultrapure. Une solution de décoloration (acide acétique 10%) est 

alors ajoutée dans la boîte de Pétri et le tout laissé de un à plusieurs jours sous agitation douce en 

fonction de l’avancement de la décoloration. Lorsque la décoloration est terminée, les gels sont 

rincés avec de l’eau ultrapure et scannés. Puis, les gels sont stockés dans des sachets plastiques 

scellés et placés à 4°C. 
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 Analyse des protéines par dosage de l’azote élémentaire par combustion sèche 3.

Le dosage de l’azote total dans les crêpes de caoutchouc a été réalisé par un dosage élémentaire de 

l’azote par combustion sèche. Cette technique permet de quantifier des éléments (carbone, azote, 

phosphore) présents dans des échantillons solides ou liquides. Les produits chimiques utilisés pour ce 

dosage sont de qualité analytique.  

Une gamme d’étalonnage est réalisée avec de l’EDTA et de l’ORCHARD (ref 502-055, LECO), qui est 

un standard de concentration en azote connue. Pour l’EDTA, 7 quantités différentes (10, 25, 50, 100, 

150, 200 et 250 mg) sont utilisées et pour l’ORCHARD 3 quantités différentes (50, 100 et 200 mg). Ces 

quantités sont pesées sur une balance de précision (d=0,1 mg).  

Puis l’analyse se fait dans un analyseur élémentaire Trumac N + (LECO). Environ 600 mg de 

caoutchouc sec préparés selon le protocole précédent (voir II.C.2) sont placés dans une nacelle en 

céramique avec liner en nickel, puis la nacelle est déposée dans un four horizontal à 1100°C sous un 

flux d’oxygène. Les nacelles sont placées sur un passeur automatique. Un échantillon standard est 

analysé toutes les 20 analyses ainsi qu’à la fin d‘une série d’analyse. La combustion de l’échantillon 

produit les molécules suivantes : CO2, O2, H2O, NOx, SO2 et SO3 ainsi que des composés halogènes 

volatiles. Un flux d’hélium (gaz vecteur) entraîne ensuite la totalité des molécules à travers le tube de 

réduction. Celui-ci, par l’intermédiaire du cuivre métallique, réduit les NOx en N2. En sortie du tube de 

réduction, les molécules présentes dans le flux gazeux sont : N2, CO2 et H2O. Ces molécules sont 

dirigées vers le détecteur thermoconductif (catharométrie). Le CO2 et l’H2O sont piégés par des 

réactifs (chaux et anhydrone) tandis que l’azote est quantifié par rapport à la différence de 

conductivité thermique avec un gaz de référence constitué uniquement d’hélium. La teneur 

pondérale en azote élémentaire (en %) est calculée directement par l’appareil. 

 Analyse des activités enzymatiques (galerie API ZYM) C.

Le spectre d’activités enzymatiques présentes dans le sérum de coagulum a été évalué avec le kit API 

ZYM (Biomérieux). Il s’agit d’une méthode de détection semi-quantitative permettant d’étudier 19 

types d’activités enzymatiques (Tableau 14) simultanément à partir de très faibles quantités 

d’échantillon. Le système API ZYM se présente sous la forme d’une galerie de 20 microcuves 

(cupules) dont le fond est constitué d’un support contenant le substrat enzymatique avec son 

tampon sous forme déshydraté (Figure 21). 

 

 

Figure 21: Photo d'une galerie API ZYM pour un échantillon de sérum testé 
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Pour chaque galerie, les alvéoles du fond de la boîte sont remplies d’eau bidistillée afin de créer une 

atmosphère humide. La galerie est posée sur ces alvéoles puis 65 µL de sérum de coagulum dilué 10 

fois sont placés dans chaque cupule. Le couvercle est placé sur la boîte et le tout incubé 1h30 à 37°C. 

Après incubation, une goutte du réactif ZYM A (Biomérieux) et une goutte du réactif ZYM B 

(Biomérieux) sont ajoutées. Après une période de développement de la coloration de 10 min à 

température ambiante, la galerie est ensuite placée sous une lampe allumée pendant 30 s afin 

d’éliminer l’excès de ZYM B. La galerie est ensuite photographiée en prenant soin de toujours 

conserver le même éclairage afin de pouvoir comparer les résultats. Les résultats sont évalués 

visuellement en évaluant l’intensité de la coloration des cupules sur une échelle de 0 à 5 (Figure 21). 

Tableau 14 : Liste des activités enzymatiques testées ainsi que leurs substrats 

N° Activité enzymatique substrat 

1 Phosphatase alcaline 2-naphtyl phosphate 

2 Estérase (C4) 2-naphtyl butyrate 

3 Estérase lipase (C8) 2-naphtyl caprylate 

4 Lipase (C14) 2-naphtyl myristate 

5 Leucine arylamidase L-leucyl-2-naphtylamide 

6 Valine arylamidase L-valyl-2-naphtylamide 

7 Cystine arylamidase L-cystyl-2-naphtylamide 

8 Trypsine N-benzoyl-DL-arginine-2-naphtylamide 

9 Alpha-chymotrypsine N-glutaryl-phénylalanine-2-naphtylamide 

10 Phosphatase acide 2-naphtyl phosphatase 

11 Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase Naphtol-AS-BI-phosphatase 

12 Alpha-galactosidase 6-Br-2-naphtyl-alphaD-galactopyranoside 

13 Bêta-galactosidase 2-naphtyl-bêtaD-galactopyranoside 

14 Bêta-glucuronidase Naphtol-AS-BI-bêtaD-glucuronide 

15 Alpha-glucosidase 2-naphtyl-alphaD-glucopyranoside 

16 Bêta-glucosidase 6-Br-2-naphtyl-bêtaD-glucopyranoside 

17 N-acétyl-bêta-glucosaminidase 1-naphtyl-N-acétyl-bêtaD-glucosaminide 

18 Alpha-mannosidase 6-Br-2-naphtyl-alphaD-mannopyranoside 

19 Alpha-fucosidase 2-naphtyl-alphaL-fucopyranoside 

 

 Analyse des lipides neutres  D.

 Préparation du solvant d’extraction des lipides 1.

L’extraction des lipides sur le caoutchouc sec et le latex est faite selon la méthode développée par 

(Liengprayoon 2008). Le solvant pour l’extraction des lipides du latex et du caoutchouc sec est un 

mélange chloroforme (RPE/VWR) /méthanol (RPE, Carlo Erba) 2:1 (v/v). 

 Extraction des lipides sur latex frais 2.

Trois répétitions d’extraction des lipides sur le latex frais sont faites pour chaque échantillon. Un 

volume de 10 mL de latex est mélangé avec 10 mL d’eau bidistillée dans un bécher sous agitation 

magnétique pendant 10 s, puis les 20 mL sont versés goutte à goutte le long d’une barre en verre 

pendant 4 min dans une bouteille en verre de 250 mL contenant 100 mL du solvant d’extraction. 
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Ensuite, la solution est transférée dans une nouvelle bouteille en verre tout en la filtrant sur du 

papier filtre (Whatman n°1). Le latex coagulé est écrasé avec la barre de verre afin de bien en 

extraire le solvant. La bouteille est rincée 3 fois avec 10 mL de solvant d’extraction, puis le solvant de 

rinçage filtré est ajouté à la solution initiale. Le tout est versé dans une éprouvette graduée afin de 

mesurer le volume de solvant et transféré ensuite dans une ampoule à décanter. Un volume de NaCl 

0,9% correspondant à 1/5 du volume de solvant est ajouté et le contenu de l’ampoule est 

homogénéisé par inversions successives tout en libérant les gaz formés en ouvrant le robinet. La 

solution décante pendant 30 à 40 min jusqu’à ce que deux phases se forment et la phase inférieure 

est récupérée dans un ballon préalablement pesé. La solution est ensuite évaporée dans un 

évaporateur rotatif réglé à une température de 50°C et une vitesse de rotation de 60 tr/min. Le 

ballon est placé 10 min dans un dessiccateur pour permettre son refroidissement puis pesé afin de 

déterminer l’extrait sec de lipides. Le ballon est rincé avec 3 fois 0,5 mL de chloroforme et l’extrait 

lipidique est conservé à -20°C dans un tube de type Eppendorf résistant aux solvants organiques.  

La solution de caoutchouc préalablement filtrée sur le papier filtre est placée dans une coupelle en 

aluminium pesée au préalable. Après 12h de séchage sous la hotte, la coupelle contenant le 

caoutchouc est placée dans une étuve à 100°C pendant 1h puis 30 min dans un dessiccateur à 

température ambiante contenant du gel de silice. L’opération est répétée jusqu’à ce que la variation 

de masse soit inférieure à 5 %. Cette étape permet d’obtenir la masse de caoutchouc sec sur laquelle 

les lipides ont été extraits. 

 Extraction des lipides sur caoutchouc sec 3.

a. Broyage du caoutchouc sec 

Une extraction est réalisée pour chaque crêpe. Les crêpes de caoutchouc naturel stockés à -80°C sont 

sortis 15 min à température ambiante, puis 2,8 g de chaque crêpe sont découpés en petits morceaux 

(2 x 1 x 1 mm) et placés dans une coupelle en aluminium. Le caoutchouc est ensuite broyé en une 

fine poudre à l’aide d’un broyeur vibrant cryogénique à boule (Pulvérisette 0, Fritsch). Pour cela, le 

bol et la boule métalliques du broyeur sont nettoyés et le caoutchouc est placé dans le bol. Le tout 

est refroidi avec de l’azote liquide, puis quand l’azote liquide ne bout plus le broyeur est allumé. Le 

broyage est effectué pendant 4 min avec ajout régulier d’azote liquide.  

b. Extraction des lipides 

La poudre est ensuite récupérée avec une spatule dans le bol et sur la boule en acier, et 

immédiatement mise dans une bouteille en verre de 100 mL contenant 50 mL de solvant d’extraction 

(chloroforme/méthanol 2:1 v/v). La bouteille est ensuite placée sur un agitateur (Stuart, SI500, 

France) pendant 6h à 150 rpm. Le contenant de la bouteille est alors transvasé dans un ballon de 

100 mL taré tout en filtrant la solution sur un papier filtre (papier filtre standard plissé diamètre 

150 mm, Legallais) placé dans un entonnoir. La bouteille est rincée 3 fois avec 5 mL de solvant 

d’extraction, le solvant de rinçage étant ajouté au ballon à travers le papier filtre. Le rétentat se 

trouvant dans le papier filtre est ensuite placé dans une coupelle en aluminium pesée au préalable et 

le filtrat contenant le caoutchouc est séché par évaporation du solvant sous la hotte pendant 12h. 

Ensuite, le rétentat est placé dans une étuve (Science médecine industrie, Montpellier) à 100°C 

pendant 1h puis refroidi pendant 30 min dans un dessiccateur contenant du gel de silice anhydre. 

L’opération est répétée jusqu’à ce que la variation de masse entre deux pesées soit inférieure à 5 %. 
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Cette étape permet d’obtenir la masse de caoutchouc sec à partir de laquelle les lipides ont été 

extraits.  

c. Purification par lavage de Folch 

Le solvant de la solution se trouvant dans le ballon est évaporé en 5 à 10 min grâce à un évaporateur 

rotatif (laborota 4000, Heidolph). Le ballon contenant l’extrait sec est ensuite placé dans un 

dessiccateur à température ambiante pendant 30 min puis pesé afin de déterminer la masse de 

l’extrait sec avant lavage de Folch.  

L’extrait sec est ensuite resuspendu dans 1 mL de solvant d’extraction et placé dans un tube à essai 

(73 mm de hauteur et 10 mm de diamètre). Cette opération est répétée 4 fois afin de bien rincer. Le 

volume final atteint dans le tube est ainsi de 4 mL. Un volume d’1 mL d’une solution de NaCl à 0,9 % 

est ajouté, le tube fermé et la solution homogénéisée par inversion du tube. Le contenu des tubes 

décante pendant environ 3 h jusqu’à apparition de deux phases. Si la séparation n’est pas nette, 1 mL 

d’éthanol à 96 % est alors ajouté. La phase inférieure (contenant la fraction lipidique dissoute) est 

récupérée en prenant soin de ne pas prélever l’interface et est placée dans un nouveau ballon 

préalablement pesé. La phase supérieure contenant de l’eau et du méthanol est éliminée. La fraction 

lipidique se trouvant dans le ballon est séchée dans un évaporateur rotatif puis placée dans un 

dessiccateur. Une fois sec, le ballon est pesé et la masse de l’extrait sec après lavage ainsi 

déterminée.  

La fraction lipidique est reprise dans 1,5 mL de chloroforme en trois fois 500 µL et placée dans un 

microtube de type Eppendorf (résistant au solvant organique) taré. Les extraits lipidiques sont 

congelés à -20°C. 

 Analyse des lipides neutres par chromatographie sur couche mince (CCM) et 4.

densitométrie 

a. Chromatographie sur couche mince  

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode séparative qui repose principalement 

sur des phénomènes d’absorption entre une phase mobile s’élevant par capillarité et une phase 

stationnaire. Un mélange de lipides inconnus peut être ainsi séparé, identifié grâce à la migration en 

parallèle de standards connus et quantifiés. 

Les flacons contenant 1 mL d’extrait lipidique à analyser à 1mg/mL sont placés dans un déposeur 

automatique (Automatic TCL Sampler 4, CAMAG) et 4 µL d’échantillon (4 µg de lipides) sont déposés 

sur une plaque de silice (TLC silica gel 60 F254, Merck Millipore) de 20 x 10 cm. Au maximum, 27 

dépôts sont réalisés sur une même plaque.  

Une série de 5 standards est également déposée pour chaque plaque de CCM en 5 quantités 

différentes. Cette gamme est utilisée pour l’identification et la quantification des lipides neutres se 

trouvant dans les échantillons. Les standards de lipides neutres suivant ont été utilisés: l’acide 

oléique (Sigma) pour les acides gras, le stéarate de cholestéryle (Fluka AG) pour les esters de stérols, 

le β-sitostérol (Merck) pour les stérols, la trioléine (Sigma) pour les triglycérides et le γ-tocotriénol 

(Cayman). Les solutions de standards sont préparées à 0,1 mg/mL dans du chloroforme et placées 

dans des flacons. Les volumes déposés pour chaque standard sont optimisés en fonction des 
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échantillons de lipides de caoutchouc comme décrit dans le tableau 15. Le déposeur réalise 

automatiquement les mélanges avec les différents volumes de chaque standard.  

 

Tableau 15 : Volumes déposés pour chaque standard lors de la CCM 

 Volume (µL) 

Standard point 1 point 2 point 3 point 4 point 5 

acide oléique 15 12,5 10 7,5 5 

stéarate de cholestéryle 5 2,5 1,5 1 0,5 

β-sitostérol 12,5 10 7,5 5 2,5 

trioléine 7,5 5 2,5 1,5 1 

-tocotriénol 7,5 5 2,5 1,5 1 

 

 

Une fois le dépôt effectué, le bas de la plaque est automatiquement trempé dans une phase mobile 

contenue dans une cuve chromatographique (ADC2 automatic developing chamber, CAMAG) afin de 

réaliser l’élution des lipides. Une double élution est utilisée, avec une première élution dans de 

l’hexane/diéthyl éther/acide acétique (50:50:1 v/v/v) sur une longueur de 40 mm puis une deuxième 

élution dans de l’hexane/diéthyl éther/acide acétique (90:10:1, v/v/v) sur une distance de migration 

de 75 mm. La première élution permet de bien séparer les lipides polaires proches du dépôt et la 

seconde les lipides apolaires se trouvant proches du front de migration.  

Une fois l’élution terminée, la plaque est trempée entièrement et automatiquement dans une 

solution de révélation se trouvant dans une cuve à immersion (Chromatogram Immersion Device III, 

CAMAG). Cette solution est préparée en mélangeant 50 mL de solution saturée de sulfate de cuivre 

(Sigma), 40 mL d’acide orthophosphorique (Carlo Erba), 25 mL de méthanol (Carlo Erba) et 385 mL 

d’eau ultrapure. La plaque est ensuite séchée au sèche-cheveux sous hotte et placée dans un four 

(Memmert) pendant 10 min à 180°C afin de révéler les lipides par carbonisation. La plaque est 

photographiée grâce à une chambre photographique (Reprostar, CAMAG) puis est stockée dans du 

papier aluminium. 

b. Densitométrie et analyse des données 

La plaque est placée dans un scanner (TLC Scanner 3, CAMAG) qui permet une évaluation 

densitométrique des taches obtenues sur les plaques. Cet appareil mesure la réflexion en mode 

absorbance par le balayage de chaque piste déposée. La longueur d’onde retenue pour l’analyse des 

lipides neutres est 273nm. Le chromatogramme correspondant à chaque dépôt est analysé avec le 

logiciel winCATS (CAMAG) qui produira une analyse quantitative et qualitative si le Rf (facteur de 

rétention) du pic obtenu correspond au Rf d’un des standards, et si l’aire de ce pic est comprise dans 

la gamme de calibration.  
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V. Méthodologie d’analyse statistique 
 

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel JMP. Pour les données présentées dans cette 

étude, si des données aberrantes étaient présentes, celles-ci ont été supprimées préalablement à 

l’analyse des données.  

 Analyse de la variance (ANOVA) et test de Student 1.

L’analyse de la variance (ANOVA) permet de comparer des données de type numériques continues 

en fonction de données de type caractère nominal afin de différencier significativement ou non les 

groupes définis par les données nominales en comparant leurs variances et leurs moyennes. La 

forme générale de l'analyse de variance repose sur le test de Fisher (comparaison des variances) et 

donc sur la normalité des distributions et l'indépendance des échantillons. La normalité des données 

est vérifiée par une analyse de distribution et un test W de Shapiro-Wilk (test de bon ajustement). Si 

la (p-value < W) est inférieure à 0,05 alors l’hypothèse nulle que la distribution des données suit une 

loi normale est rejetée. Avec le résultat de l’ANOVA, si la (prob > F) est inférieure ou égale à 0,05 

alors les deux groupes sont significativement différents. Quand deux groupes seulement sont 

comparés l’ANOVA est équivalente à un test de Student si les variances sont égales. Pour cela un test 

permettant de vérifier l’égalité des variances est fait au préalable. Si les variances ne sont pas égales 

(P-value < 0,05) le test ANOVA/Student n’est pas utilisé mais un test de Welch pour des variances 

inégales.  

 Analyse multivariée par corrélations  2.

Des corrélations entre les variables nombreuses obtenues dans cette étude ont été faites deux à 

deux afin de détecter les variables étant fortement corrélées et de hiérarchiser les corrélations 

obtenues. Les corrélations sont estimées par la méthode par paires ou par la méthode du maximum 

de vraisemblances et génère un coefficient de corrélation de Bravais-Pearson. Ce coefficient de 

corrélation est compris entre -1 et 1. Plus ce coefficient se rapproche de 1 ou -1 plus cela signifie que 

les deux variables sont fortement corrélées positivement ou négativement respectivement. Pour les 

analyses effectuées dans cette étude un taux de corrélation dont la valeur absolue est supérieure à 

0,5 est considéré comme fort. Ce coefficient rend compte d’une corrélation suivant un modèle 

linéaire ou non linéaire. 

 Régressions linéaires 3.

Les variables présentant de forts coefficients de corrélation (linéaire ou non) ont subi une régression 

linéaire afin de voir si la corrélation était linéaire ou non. Le coefficient de corrélations linéaires (R2) 

est un indicateur permettant d’indiquer si la corrélation suit un modèle linéaire ou non et si les 

points sont proches ou espacés par rapport à cette droite de régression. Plus le R2 se rapproche de 1 

et plus la corrélation linéaire est bonne. Un R2 supérieur à 0,5 est considéré dans notre étude comme 

significatif d’une relation linéaire entre les deux variables. Dans le cas d’un modèle linéaire, le 

coefficient de Pearson est identique au R2. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Test_de_Fisher
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I. Stratégie générale  

L’objectif général de cette étude est de comprendre les mécanismes d’action des microorganismes 

lors de l’étape de maturation des coagulums sur les propriétés et la structure du caoutchouc sec. 

Pour cela trois types d’analyses ont été entrepris : analyse des propriétés et de la structure du 

caoutchouc sec, analyse des communautés microbiennes du sérum de coagulum et analyse de la 

composition biochimique du caoutchouc sec et du sérum de coagulum. 

L’objectif était de pouvoir comparer les résultats de ces différents niveaux d’analyse et d’en tirer des 

corrélations permettant d’émettre des hypothèses sur les mécanismes des phénomènes d’origine 

microbienne et non microbienne mis en jeu.  

Afin d’atteindre cet objectif, les méthodes développées pour les travaux d’Intapun (2009) ont été 

reprises et complétées par certaines méthodes mises au point spécifiquement dans le présent travail. 

Tout d’abord, afin de pouvoir réaliser des analyses de communautés microbiennes et de biochimie 

sur le sérum de coagulum tout au long de la maturation, une méthode de maturation semi-

immergée a été mise au point (Matériels et méthodes § I.B.3). L’objectif de cette méthode est de 

conserver une humidité permanente dans le coagulum. En effet, les coagulums de petite taille 

étudiés pour les expériences en conditions contrôlées sèchent très vite, ne permettant plus 

d’extraire du sérum après quelques jours et aboutissant à une concentration de la phase aqueuse 

susceptible de modifier la dynamique de développement des communautés microbiennes et des 

réactions enzymatiques et physico-chimiques.   

Par ailleurs, pour l’analyse des communautés microbiennes, une technique d’extraction d’ADN sur le 

latex d’Hevea brasiliensis et sur le sérum de coagulum a dû être mise au point. Lors des analyses des 

communautés microbiennes, l’étape d’extraction d’ADN est très importante car elle conditionne la 

suite des résultats obtenus lors de l’identification des microorganismes. Les résultats des différentes 

techniques d’extraction ayant été testées seront décrits dans cette partie.    

D’autres méthodes ont été mises au point comme la méthode de dosage du québrachitol et des 

acides organiques en HPLC-UV-MS sur sérum de coagulum et le dosage à l’anthrone des sucres 

totaux en microplaque. Ces deux dernières mises au point ne seront cependant pas présentées dans 

le présent chapitre.  

Afin de produire des échantillons dans des conditions répétables, des maturations contrôlées 

(Matériel et méthode § I.B.2) ont été réalisées dans un pilote de maturation permettant de réaliser 

en parallèle plusieurs expériences et de contrôler les paramètres suivants : humidité, température, 

teneur en oxygène de l’air, quantité et qualité de l’inoculum initial. Ainsi quatre séries de 

maturations contrôlées ont été réalisées : maturations 1 et 2 (2011) et maturations 3 et 4 (2012). 

Ces expériences ont été réalisées en Thaïlande, à Surat Thani, dans un laboratoire à proximité 

immédiate des hévéas utilisés pour la collecte du latex, ce qui a permis d’exercer un contrôle optimal 

sur les échantillons étudiés. 

L’objectif des expériences de maturation de 2011 était de tester et d’évaluer le protocole 

d’extraction d’ADN pour l’analyse des communautés microbiennes ainsi que le protocole de 

maturation semi-immergée (§ III.B). L’impact de la maturation semi-immergée sur les propriétés a 

été évalué par rapport à la maturation égouttée réalisée lors de la maturation 1 selon le protocole 

décrit par Intapun et al. (2010). Le protocole d’extraction d’ADN a été évalué en fonction de la 
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quantité et de la qualité de l’ADN extrait ainsi que de la dynamique observée des communautés  

microbiennes. Cette première mission en Thaïlande a permis également d’obtenir des premiers 

résultats d’identification des communautés microbiennes et d’évolutions des propriétés. L’objectif 

de la mission de 2012 a été de développer les analyses biochimiques et d’obtenir plus de données 

pour les évolutions des communautés microbiennes et de propriétés.  

Nous présenterons dans un premier temps la stratégie d’échantillonnage, puis les mises au point 

méthodologiques. 

II. Stratégie d’échantillonnage 

 Saignée « propre » et inoculation du latex A.

Lors des maturations contrôlées, le latex a été récolté par une technique de saignée propre 

permettant au latex de contenir un minimum de microorganismes. Il est important de noter que la 

collecte de latex stérile en quantité importante n’est pas possible à partir d’un arbre déjà exploité car 

les canaux laticifères présentent un certain niveau de contamination interne dans la zone de saignée. 

Les expériences de maturation ont été réalisées à partir de ce latex propre, auquel un inoculum a été 

ajouté de façon contrôlée pour une meilleure maîtrise des micr oorganismes initialement présent. 

Quatre récoltes de latex propre ont été réalisées au cours de cette étude à Surat Thani en fin de 

saison sèche/début de saison humide :  

- Une récolte le 01.09.2011 pour la maturation contrôlée N°1 

- Une récolte le 28.09.2011 pour la maturation contrôlée N°2 

- Une récolte le 11.07.2012 pour la maturation contrôlée N°3 

- Une récolte le 08.08.2012 pour la maturation contrôlée N°4 

L’inoculum a été préparé différemment pour les missions 2011 et 2012. Lors de la mission de 2011, 

deux inoculums différents ont été utilisés, sous forme de suspensions fraiches, pour les séries 

d’expériences de maturation 1 et 2 (Matériels et méthodes § I.A.3.a). Lors de la mission de 2012, un 

inoculum contrôlé, aliquoté et congelé à -80°C avec du glycérol a été utilisé (Matériels et méthodes § 

I.A.3.b). Cet inoculum a été préparé par une récolte de latex avec une saignée classique le 02.07.2012 

selon le protocole décrit précédemment à l’exception de la centrifugation qui s’est faite le lendemain 

de la saignée après stockage de l’inoculum une nuit à 4°C. Il a servi aux séries d’expériences de 

maturation 3 et 4. 

 Paramètres de maturation contrôlés : oxygène, mode de coagulation et B.

microorganismes 

Pour chaque expérience de maturation contrôlée, différents traitements ont été réalisés. La 

première étape était constituée par la préparation de différents lots de latex (Matériels et méthodes 

§ I.B.1). Ensuite la mise en maturation dans le pilote s’est faite selon 5 modalités (Tableau 16). Les 

coagulums ont été maturés en présence d’oxygène (O+) ou sans oxygène (O-). Des traitements avec 

microorganismes actifs en coagulation naturelle (pas d’ajout d’acide formique) ont été faits avec 
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(M+F-O+) ou sans oxygène (M+F-O-) afin d’évaluer l’impact de la présence d’oxygène sur la 

dynamique de maturation et des communautés microbiennes. Un traitement avec microorganismes 

en présence d’oxygène a également été fait mais avec une coagulation provoquée par ajout d’acide 

(M+F+O+) afin d’évaluer l’impact de ce mode de coagulation sur la maturation en comparaison avec 

la coagulation naturelle. Deux traitements avec teneur réduite en microorganismes (latex propre non 

inoculé et additionné d’azoture de sodium) ont été réalisés, dont un en aérobiose (M-F+O+) et un en 

anaérobiose (M-F+O-). Ces deux derniers traitements ont été réalisés afin de pouvoir affirmer que les 

résultats observés sont bien dû à la présence de microorganismes. .  

Tableau 16 : Description des traitements de maturation et des légendes utilisées  
pour chaque traitement sur les graphiques présentés dans le manuscrit 

 

Les 5 traitements ont été testés en parallèle lors de la mission de 2012. Seuls deux traitements (M+F-

O+) et (M+F-O-) ont été mis en œuvre lors de la mission préliminaire de 2011. Les maturations ont 

été faites en mode semi-immergée (Matériels et méthodes § I.B.3) pour les maturations 2,3 et 4 suite 

aux résultats de la mise au point lors de la maturation 1. Les mini-coagulums ont été prélevés à 

différent temps selon les traitements et les maturations (Tableau 17). Pour chaque temps de 

maturation et chaque traitement, trois répétitions indépendantes (trois mini-coagulums) ont été 

réalisées. Les traitements avec faible teneur en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) ne 

présentent qu’un ou deux points initiaux à 0 et 2 jours de maturation et un point final le dernier jour 

de maturation. Le temps 0, avant maturation, a été fait seulement pour les traitements coagulés à 

l’acide (M-F+O+) et (M+F+O+) car il était nécessaire de pouvoir obtenir des échantillons de 

caoutchouc et de sérum pour la mesure des différentes propriétés étudiées.  

Tableau 17: Temps de maturation choisis pour chaque traitement et chaque série de maturation.  
Les cases cochées correspondent aux jours sélectionnés 

maturation traitements 
temps de maturation (jours) 

0 2 3 4 5 7 10 15 20 

maturation 1 
M+F-O+  x x x x x    
M+F+O+ x         

maturation 2 
M+F-O+  x   x  x x x 
M+F+O+ x         
M+F-O-  x   x  x x x 

maturations  
3 et 4 

M+F-O-  x   x  x x  
M-F+O- x x      x  
M+F+O+ x x   x  x x  
M+F-O-  x   x  x x  

M-F+O-  x      x  

Traitement Légende 
Microorganismes 

(M) 
Acide formique 

(F) 
Oxygène  

(O) 

M+F-O+  + - + 

M-F+O+  - + + 

M+F+O+  + + + 

M+F-O-  + - - 

M-F+O-  - + - 
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III. Mises au point méthodologiques 

 Maturation semi-immergée A.

Lors de la maturation 1, une maturation égouttée et une maturation semi-immergée ont été 

réalisées en parallèle en utilisant le traitement (M+F-O+) afin de comparer ces deux méthodes. La 

Figure 22 présente l’évolution de la dynamique de séchage du coagulum et la Figure 23. L’évolution 

des propriétés du caoutchouc sec et du pH au cours du temps.  

Les résultats de la Figure 22 montrent que lors de la maturation égouttée, la quantité de sérum 

contenu dans le coagulum a diminué à quantité de caoutchouc sec constante (Figure 22A). Ceci 

traduit un assèchement du coagulum. Lors de cette maturation égouttée, la part de sérum extrait a 

également diminué au cours du temps jusqu’à ne plus pouvoir extraire de sérum après 7 jours de 

maturation. Au contraire, lors de la maturation semi-immergée (Figure 22B), la quantité de sérum 

contenue dans le coagulum est restée stable ainsi que la part de sérum extrait. Le coagulum ne s’est 

donc pas asséché. Il est également intéressant de noter que la quantité de sérum contenu dans le 

coagulum coagulé à l’acide avant maturation était plus importante que celle dans le coagulum 

maturé pendant 2 jours. Ceci pourrait être lié au mode de coagulation. Le coagulum coagulé 

naturellement présente en effet des bulles à l’intérieur du coagulum contrairement à celui coagulé à 

l’acide. Le coagulum coagulé naturellement a donc tendance à plus gonfler et se retrouve compressé 

dans le flacon de coagulation, résultant en une exsudation de sérum.  

Le pH du sérum a augmenté à partir de 3 jours de maturation pour atteindre une valeur de 8 à 7 

jours pour la méthode égouttée et de 7 pour la méthode semi-immergée (Figure 23A). Il est 

intéressant de noter qu’entre 4 et 5 jours de maturation le pH semblait se stabiliser. Le pH a remonté 

moins vite pour la maturation semi-immergée que pour la maturation égouttée avec des valeurs de 

pH significativement plus hautes pour la maturation égouttée à 4, 5 et 7 jours. Ceci laisse penser que 

le séchage du coagulum a favorisé la remontée du pH.  

La valeur de P0 avant maturation était de 42 (Figure 23B). Au bout de 2 jours, elle était beaucoup plus 

forte avec une valeur de 55 pour ensuite diminuer jusqu’à atteindre une valeur de 46 après 7 jours 

de maturation. Aucune différence significative n’a été observée sur l’évolution de la P0 entre les deux 

méthodes.   

Les valeurs de la P30 et du PRI ont diminué au cours de la maturation (Figure 23C et Figure 23D). La 

P30 à 15 jours était de 20 et le PRI de 42,6 pour la maturation égouttée contre une P30 de 24,3 et un 

PRI de 52,9 pour la maturation semi-immergée. Ces résultats montrent que le PRI et la P30 ont chuté 

plus rapidement lors de la maturation en mode égoutté. 

Ces résultats montrent des tendances similaires d’évolution des paramètres entre maturation 

égouttée et maturation semi-immergée avec toutefois une différence au niveau de l’évolution du 

pH, de la P30 et du PRI. Pour la méthode égouttée, le pH a augmenté plus rapidement alors qu’une 

chute plus rapide de la P30 et du PRI était observée. L’assèchement du coagulum pourrait participer 

au développement des communautés microbiennes alcalinisant le milieu et faisant chuter la P30 et 

le PRI.  Compte-tenu de ces observations, la méthode semi-immergée a été sélectionnée pour les 

maturations 2, 3 et 4 car elle évite d’assécher le coagulum et permet d’extraire une quantité stable 

de sérum tout en donnant des résultats voisins de ceux obtenus par la méthode avec égouttage du 

coagulum. 
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Figure 22: Évolution de la quantité de sérum contenu dans le coagulum (pour un poids de crêpe stable de 
19 g) et de la part de sérum extrait au cours du temps lors de la maturation 1 selon la méthode égouttée 
(A) ou semi-immergée (B). Les barres d’erreur correspondent aux écarts types calculés sur les trois 
répétitions indépendantes 

(A) (B) 

(C) (D) 

(A) (B) 

Figure 23: Évolution du pH (A), de la P0 (B), de la P30 (C) et du PRI (D) au cours du temps lors de la 
maturation 1. Les lignes correspondent à des courbes de tendance tracées à la main. Chaque point 
correspond à la moyenne des trois répétitions indépendantes de maturation. 
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 Extraction d’ADN B.

Des essais ont été réalisés afin de mettre au point un protocole d’extraction d’ADN qui fonctionne 

sur le latex et le sérum de coagulum. Ils sont présentés dans le Tableau 18. Une méthode 

d’extraction directe a été choisie, c’est-à-dire sans étape de centrifugation des microorganismes. En 

effet, l’étape de centrifugation peut modifier la diversité des communautés microbiennes en 

séparant les microorganismes associés aux particules de coagulum de ceux en suspension dans le 

sérum. Ce biais a par exemple été décrit dans le cas de l’extraction de l’ADN des communautés 

microbiennes du sol (Robe, Nalin et al. 2003). Ce protocole a pour objectif d’extraire l’ADN des 

bactéries mais également des eucaryotes (levures et champignons). L’ADN extrait doit être de qualité 

et en quantité suffisante pour pouvoir réaliser par la suite des amplifications par PCRs et des 

séquençages.   

Les méthodes de fixation de l’ADN sur membrane de silice ont été sélectionnées plutôt que 

l’utilisation de solvant (phénol/chloroforme/alcool isoamylique) pour des raisons de praticité sur le 

terrain. Plusieurs protocoles d’extraction par fixation sur membrane de silice ont donc été testés : un 

protocole standard utilisé pour l’extraction d’ADN de plante (fixation sur plaque 96 puits), les kits de 

Mp Biomedicals et un kit Qiagen. Le kit Qiagen (DNA Plant Mini kit) et le protocole standard 

« plante » sont tous les deux dédiés à l’extraction d’ADN sur des broyats de plantes récalcitrantes 

riches en impuretés, polyphénols et tanins. Le latex étant un matériel végétal complexe, ces deux 

méthodes ont été testées en premier.  

Les essais en France ont été réalisés sur du latex stabilisé à l’ammoniaque et sur deux échantillons de 

sérum provenant de coagulums de champs pressés en Thaïlande. Les sérums ont été aliquotés, 

congelés et appelés sérum M1528 et sérum M1529. Les premiers essais ont été réalisés avec un 

protocole standard utilisé en extraction d’ADN de plante et basé sur le principe du Kit Qiagen Plant 

mini kit. Ce protocole sera appelé le protocole « plante » et est décrit en annexe 1. Il est proche de 

celui présenté dans la partie matériels et méthodes (Matériels et méthodes § III.B.2) à l’exception 

que des tampons préparés au laboratoire ont été utilisés après l’étape de déprotéinisation et non 

ceux d’un kit commercial. De plus, lors de ce protocole « plante », la fixation d’ADN se fait sur une 

plaque à 96 puits alors que dans les kits les fixations d’ADN se font sur des colonnes individuelles. 

Les premiers essais ont été faits sur le sérum M1528 avec le protocole « plante » afin de tester deux 

tampons d’extraction différents (Tableau 18, essai 1). Le tampon d’extraction à un rôle de lyse des 

membranes cellulaires mais également de protection et d’extraction de l’ADN. Avant l’utilisation du 

tampon d’extraction, une étape de lyse supplémentaire avec le lysozyme a été faite. Cette enzyme 

est efficace pour la lyse des parois bactériennes. Le premier tampon d’extraction testé repose sur 

une lyse des cellules par un détergent (SDS) et le deuxième tampon sur une lyse grâce à l’action de la 

protéinase K. Les résultats montrent que peu d’ADN a été extrait sur le latex avec le tampon SDS et 

que le tampon protéinase K semble plus efficace. Plus d’ADN a été également extrait à partir du 

sérum que du latex ammonié, soit parce que peu de microorganismes ont survécu au stockage du 

latex avec de l’ammoniac, soit parce que l’ADN des microorganismes serait plus difficilement 

extractible à partir de cette matrice.  

Le deuxième essai (Tableau 18) avait pour objectif de tester des étapes de lyse supplémentaires 

avant l’utilisation du tampon d’extraction (SDS ou protéinase K). En effet, la lyse des parois des 
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levures est plus difficile et requiert l’utilisation de méthodes de lyse spécifiques. Des lyses 

mécaniques ont été testées avec le broyage à l’azote liquide et le broyage à billes, ainsi que des lyses 

enzymatiques avec des enzymes spécifiquement utilisées pour les lyses des parois fongiques. Ces 

enzymes sont la Zymolyase 100T et la Caylase C4. Un total de 6 variantes a été testé sur le latex 

ammonié et le sérum M1528 avec du tampon SDS. Les résultats sur le sérum montrent que les 

variantes utilisant le broyage à billes (Variante 2), l’azote liquide (Variante 3), les enzymes lysozyme 

et Zymolyase 100T combinées (Variantes 4) et les enzymes Caylase C4 et Zymolyase 100T combinées 

(Variante 6) sont les plus efficaces. Au contraire, l’extraction avec utilisation du tampon d’extraction 

SDS seul montre de moins bon résultats ainsi que la lyse avec l’action combinée des enzymes 

lysozyme, Zymolyase 100T et Caylase C4.   

Ce même second essai sur le latex a montré que la variante avec utilisation uniquement du tampon 

SDS n’a pas donné d’ADN, tout comme lors de l’essai 1. La variante avec broyage à l’azote liquide n’a 

pas non plus permis d’extraire d’ADN sur le latex. En effet l’ajout d’azote liquide avait rendu le latex 

très solide, rendant difficile son broyage avec un mortier et un pilon. Les variantes 4 (lysozyme et 

Zymolyase), 5 (lysozyme, Zymolyase et Caylase) et 6 (Zymolyase + Caylase) ont donné de bons 

résultats sur le latex. La variante 4 utilisant la méthode avec utilisation du lysozyme et de la 

Zymolyase 100T combinés semble avoir donné les meilleurs résultats d’un point de vue quantité et 

qualité d’ADN sur le latex.   

La variante utilisant le lysozyme et la zymolyase 100T simultanément a été finalement choisie car 

donnant de bons résultats sur latex et sérum. 

Suite à ces deux essais, il a été conclu qu’une première étape de lyse avec une préparation 

enzymatique contenant du lysozyme et de la zymolyase 100T combinés, suivi de l’utilisation de 

protéinase K dans le tampon d’extraction permettant d’améliorer la lyse, serait une méthode 

efficace.  

Par la suite une méthode d’extraction sous forme de kit a été recherchée pour plus de praticité sur le 

terrain. En effet, les extractions d’ADN sur latex et sérum doivent être réalisées sur place, 

notamment pour le latex qui est difficile à transporter et à stabiliser microbiologiquement sans en 

provoquer la coagulation.    

Trois kits ont été testés : le kit Qiagen (DNA plant mini kit) et deux kits de chez Mp Biomedicals avec 

un kit dédié à l’extraction d’ADN sur des échantillons de sol (Fast DNA spin kit for soil) et un kit 

standard (Fast DNA spin kit). Le kit Qiagen n’est pas adapté à l’extraction de l’ADN des 

microorganismes mais optimisé pour l’ADN de plantes. Une étape de lyse spécifique mise au point 

précédemment (Variante 4) a donc été rajoutée en première étape. Les kits Mp Biomedicals utilisent 

quant à eux des techniques de lyses mécaniques avec un broyage à billes et la lyse enzymatique n’a 

donc pas été rajoutée au préalable. Les tests de ces trois kits correspondent aux essais 3,4 et 5 du 

Tableau 18.  

Pour l’extraction d’ADN avec le kit « Fast DNA spin kit for soil » sur le sérum M1528 (Essai 3), les 

quantités d’ADN extraites sont bonnes et du même ordre de grandeur que les extractions les plus 

efficaces réalisées lors des essais 1 et 2. Toutefois l’ADN semble plus dégradé avec apparition d’une 

trace (« smear ») sur les gels plutôt que d’une bande nette. Les extractions d’ADN réalisées avec le kit 

standard « Fast DNA spin kit » ont donné plus d’ADN que le kit pour le sol (Tableau 18, essai 4), mais 

l’ADN avec ce kit était également dégradé. Les différents temps de broyage testés pour ces deux kits 

de chez Mp Biomedicals ne semblent pas avoir eu d’impact sur la quantité et la qualité de l’ADN 
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extrait. Le dernier kit utilisé (Essai 5 avec Qiagen DNA Plant Mini Kit) a été appliqué à un sérum 

différent (M1529) et a montré des quantités d’ADN extraites plus importantes que pour les kits de 

chez Mp Biomedicals. Ceci pourrait cependant venir de l'échantillon. Il se pourrait également que la 

colonne de fixation individuelle du kit Qiagen soit plus efficace que les colonnes individuelles des kits 

Mp Biomedicals et que les plaques à 96 puits de fixation utilisées lors des essais 1 et 2. Lors de l’essai 

5 avec le kit Qiagen, le temps d’incubation avec le tampon protéinase K semblait important avec  

quantité plus importante d’ADN extrait avec 1 h d’incubation qu’avec 10 min d’incubation. Les essais 

sur le latex avec le kit Qiagen n’ont pas permis d’extraire d’ADN.   

Suite à ces trois essais avec les kits commerciaux, il a été conclu que ces kits étaient efficaces pour 

extraire l’ADN. Toutefois, l’ADN était plus dégradé que dans les essais 1 et 2 réalisés avec les 

tampons préparés en interne. Ceci pourrait être lié aux tampons d’extraction des kits qui ne seraient 

pas assez protecteurs, car trop dilués, dans le cas d’une extraction directe (sans centrifugation pour 

nettoyer l’échantillon). Les impuretés contenus dans les échantillons pourraient interférer lors de 

l’extraction d’ADN ce qui pourrait également expliquer les difficultés d’extraction d’ADN sur le latex.  

Il a donc été décidé d’utiliser le kit Qiagen (DNA Plant Mini Kit) pour l’étape de fixation car la 

colonne individuelle de ce kit semblait fixer plus d’ADN que les autres méthodes de fixation. 

Toutefois, les tampons d’extraction ont été préparés au laboratoire afin d’ajuster les agents 

protecteurs et d’éviter d’obtenir de l’ADN dégradé. Le tampon d’extraction avec protéinase K a été 

utilisé avec un temps d’incubation de 1 h et avec une étape de lyse supplémentaire en amont 

utilisant le lysozyme et la zymolyase 100T combinés (Variante 4). Le protocole final obtenu est 

celui décrit dans le chapitre matériels et méthodes (§ III.B.2) 

Cette méthode a finalement été testée sur le sérum M1528 (Tableau 18, essai 6) et a montré en effet 

de bons résultats tant d’un point de vue quantité d’ADN que qualité de l’ADN. Ceci montre 

également que les différences de quantités d’ADN extraites lors de l’essai 5 ne venaient pas de la 

nature de l’échantillon mais bien de la colonne individuelle du kit Qiagen qui fixe mieux l’ADN que la 

plaque de fixation à 96 puits. Des amplifications pas PCR ont été ensuite réalisées sur les ADN extraits 

avec cette méthode finale afin de vérifier la qualité de l’ADN (taux d’impuretés). Cette méthode 

finale a été testée sur des souches de levures isolées du caoutchouc naturel (Tableau 18, essai 7). Ces 

souches une fois isolées sur milieu de culture YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) ont été reprises 

et incubées 18 h à 25°C dans un milieu YPD liquide. Un volume de 500 µL de cette culture a été 

centrifugé et repris dans 100 µL de TE1X puis le protocole final a été suivi normalement. Ces résultats 

montrent que l’ADN de certaines souches a été mieux extrait que d’autres. Il est également possible 

que ces souches possèdent une croissance plus rapide ou qu’elles contiennent plus d’ADN à quantité 

de cellules équivalente. Cet essai montre également que l’ADN de certaines souches n’a pas été 

extrait.   

La méthode d’extraction utilisée lors de cette étude n’extrait donc probablement pas l’ADN de toutes 

les levures et de toutes les bactéries. Certaines souches sont effectivement plus résistantes à la lyse 

que d’autres et les quantités d’ADN entre les souches peuvent également varier. Des biais relatifs à 

l’étape d’extraction d’ADN ont également été rapportés dans la bibliographie notamment dans le cas 

du sol (Frostegard, Courtois et al. 1999; Robe, Nalin et al. 2003). Aucune méthode d’extraction n’est 

finalement optimale et il est difficile de connaitre le biais engendré par la méthode d’extraction 

d’ADN mise à part avec une étude poussée. Toutefois, la méthode retenue permet l’extraction d’une 

quantité importante d’ADN de bonne qualité malgré les impuretés contenues dans le sérum et le 
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latex. Cette méthode sera utilisée dans un but comparatif, ce qui sera suffisant pour tirer des 

conclusions. 
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Tableau 18: Résultats des différents essais d'extraction d'ADN sur latex et sérum. Les dosages par la méthode au Picogreen ont été réalisés sans diluer 
l’échantillon et peuvent être surévalués pour les fortes concentrations en ADN. Les tailles de bandes des marqueurs (Invitrogen et Biolabs) sont disponibles 
dans la partie « matériels et méthodes ». Les ADN de grandes tailles migrent plus lentement et restent proches du dépôt. L’ADN génomique intègre qui nous 
intéresse se trouve donc tout en haut du gel. La présence de trace dans les zones de plus petites tailles d’ADN indique une dégradation de l’ADN génomique. 
Les bandes de faibles tailles peuvent aussi être liées à la présence d’ARN ou de nucléotides. 

Essai 
N° 

Objectif Méthode Echantillons Gel d’électrophorèse 
Dosage Picogreen 

(µg/g de latex ou 
µg/g de sérum) 

1 

Comparaison des 
tampons 

d’extraction 
SDS et protéinase 

K 

  
variante 1 (lysozyme) 
pour la 1ère étape de 

lyse (annexe 1)  
+  

tests de variantes de 
tampon d’extraction  

+  
Protocole « plante »  

 
 
 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 : Latex ammonié + tampon SDS  
2 : Latex ammonié + tampon protéinase K 
3 : Sérum M1528 + tampon SDS 
4 : Sérum M1528 + tampon protéinase K 

 
 
 
 
 
 
 

 
Dépôt : 15 µL/échantillon et 10 µL de marqueur 

1 : 0 µg/g  
2 : 0,440 µg/g  
3 : 2,16 µg/g  
4 : 3 µg/g  

2 
 

Optimisation de la 
technique de lyse 

des 
microorganismes 

(étape de 1
ère

 
lyse) 

Différentes variantes 
de 1ère étape de lyse 

(annexe 1) 
+ 

Tampon d’extraction 
SDS  

+ 
Protocole « plante »  

 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 et 2 : Sérum M1528 + tampon SDS 
3 et 4 : Sérum M1528 + Variante 2 (Billes) 
+ tampon SDS 
5 : Sérum M1528 + variante 3 (Azote 
liquide) 
6 : Sérum M1528 + variante 4 (Lysozyme + 
zymolyase) 
7 et 8 : Sérum M1528 + variante 5 
(Lysozyme + zymolyase+ caylase) 
9 : Sérum M1528 + variante 6 (Caylase + 
zymolyase) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Dépôt : 15 µL/échantillon et 10 µL de marqueur 

1 : 2,44 µg/g 
2 : 1,36 µg/g 
3 : 3,97 µg/g 
4 : 6,20 µg/g 
5 : 5,05 µg/g 
6 : 4,90 µg/g 
7 : 1,27 µg/g 
8 : 3,95 µg/g 
9 : 2,03 µg/g 
 

M    1    2    3    4     5      6     7    8      9          

M     1      2        3      4 

500 pb 
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2 

Optimisation de la 
technique de lyse 

des 
microorganismes 

(étape de 1
ère

 
lyse) 

Différentes variantes 
de 1ère étape de lyse 

(annexe 1) 
+ 

Tampon d’extraction 
SDS 

+ 
Protocole « plante »  

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 et 2 : Latex + tampon SDS 
3 et 4 : Latex + variante 3 (Azote liquide) 
5 : Latex + variante 4 (Lysozyme + zymolyase) 
6 : Latex + variante 5 (Lysozyme + zymolyase+ 
caylase) 
7 et 8 : Latex + variante 6 (Caylase + 
zymolyase) 

 
 
 
 
 
 
 
 

Dépôt : 15 µL/échantillon et 10 µL de marqueur 

1 : 0 µg/g 
2 : 0 µg/g 
3 : 1,12 µg/g 
4 : 1,73 µg/g 
5 : 3,33 µg/g 
6 : 6,91 µg/g 
7 : 2,14 µg/g 
8 : 3,42 µg/g 

3 Test kit 

Kit MpBio 
(Fast DNA spin kit for soil) 

+ 
différents temps de 
broyage (fréquence 

6 m/s) 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 et 2 : Sérum M1528 + 1x20 s  
3 et 4 : Sérum M1528 + 2x20 s 
5 et 6 : Sérum M1528 + 1x40 s 
7 et 8 : Sérum M1528 + 2x40 s 

 
 
 
 
 
 
 

Dépôt : 10 µL/échantillon et 10 µL de marqueur 

1 : 3,68 µg/g 
2 : 3,92 µg/g 
3 : 2,71 µg/g 
4 : 3,11 µg/g 
5 : 4,33 µg/g 
6 : 3,79 µg/g 
7 : 3,19 µg/g 
8 : 5,08 µg/g 

4 Test kit 

Kit MpBio standard 

(Fast DNA spin kit) 
+ 

différents temps de 
broyage  

(fréquence 6 m/s) 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 et 2 : Sérum M1528 + 1x20 s 
3 et 4 : Sérum M1528 + 2x20 s 
5 et 6 : Sérum M1528 + 1x40 s 
7 et 8 : Sérum M1528 + 2x40 s 

 
 
 

  
 
 
 

Dépôt : 10 µL/échantillon et 10 µL de marqueur 

1 : 9,75 µg/g 
2 : 7,05 µg/g 
3 : 4,38 µg/g 
4 : 5,17 µg/g 
5 : 4,77 µg/g 
6 : 5,20 µg/g 
7 : 5,99 µg/g 
8 : 5,27 µg/g 

5 Test kit 

Variante 4 
(Lysozyme + zymolyase) 

+ 
Kit Qiagen  

(DNA Plant Mini Kit) 

M : Marqueur (Biolabs) 
1 et 2 : Latex + Protéinase K (Cf : 2 mg/ml) 
dans tampon de lyse du kit + 10 min 
3 et 4 : Sérum M1529  
5 et 6 : Sérum M1529 + Protéinase K (Cf : 
2 mg/ml) dans tampon de lyse du kit + 10 
min 
7 et 8 : Sérum M1529 + Protéinase K (Cf : 
2 mg/ml) dans tampon de lyse du kit + 1 h 
9 et 10 : Sérum M1529 + Protéinase K (Cf : 
2 mg/ml) dans tampon de lyse du kit + 2 h 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dépôt : 10 µL/échantillon et 5 µL de marqueur 

1 : 0  µg/g 
2 : 0  µg/g 
3 : 9,54 µg/g 
4 : 15,43 µg/g 
5 : 14,93 µg/g 
6 : 19,44 µg/g 
7 : 20,35 µg/g 
8 : 22,81 µg/g 
9 : 19,22 µg/g 
10 : 21,68 µg/g 

M    1     2    3       4     5     6     7    8                 

M    1     2     3     4     5     6      7    8                 

M   1    2    3    4    5    6    7   8    9    10  

M    1   2    3   4     5     6    7    8                  
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6 
Test protocole 

final 

Protocole final  
(Matériels et méthodes 

§ III.B.2) 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 et 2 : Sérum M1528 

 
 
 
 
 

 
 

Dépôt : 8 µL/échantillon et 5 µL de marqueur 

1 : 3,61 µg/g 
2 : 25,64 µg/g 
2 : 22,97 µg/g 

7 

Test protocole 
final sur 

différentes 
souches de 

levures provenant 
du caoutchouc 

 
Culture 18 h à 25°C 

dans milieu YPD 
 + 

centrifuge 500 µL de 
culture et ressuspend 
dans 100 µL de TE 1X 

+ 
Protocole final 

M : Marqueur (Invitrogen) 
1 : Saccharomyces sp. 
2 : Pseudozyma sp. 
3 : Pseudozyma shanxiensis 
4 : Trichosporon asahii N°1 
5 : Pseudozyma sp. 
6 : Issatchenkia orientalis 
7 : Trichosporon jirovecii N°1 
8 : Trichosporon jirovecii N°2 
9 : Saccharomyces cerevisiae 
10 : Trichosporon asahii N2 
11 : Rhodotorula mucilaginosa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dépôt 10 μL/échantillon et 5 μL de marqueur  

 

n.d 

M       1         2              

M          1      2      3     4     5     6      7     8     9     10    11   



CHAPITRE 1 : STRATÉGIE ET MISES AU POINT MÉTHODOLOGIQUES 

99 

IV. Présentation des résultats 

L’objectif initial était de réaliser des répétitions de maturation lors des différentes missions. Or il s’est 

avéré que les résultats d’une mission sur l’autre étaient différents bien que présentant des 

tendances similaires. De plus, les dernières maturations (2012) présentent plus de résultats car plus 

d’analyses ont été réalisées. Un résumé des différentes analyses réalisées par maturation est donné 

dans le Tableau 19.  

La maturation 2 présente des évolutions rapides des propriétés étudiées, avec des différences 

marquées entre les traitements. Cependant, les analyses de mésostructure, de comptage de 

microorganismes et de biochimie n’ont pas pu être réalisées (à l’exception du taux d’azote sur les 

crêpes). La maturation 3 présente une évolution différente, avec des propriétés qui chutent de façon 

moins marquée, mais plus de traitements ont été réalisés (coagulation à l’acide et traitements à 

teneur réduite en microorganismes) et des données supplémentaires sont disponibles 

(mésostructure, biochimie, comptage des microorganismes, APIZYM). La maturation 4, quant à elle, 

possède une évolution proche de la maturation 3 et toutes les analyses ont été réalisées (hors 

APIZYM) dont spécifiquement les analyses sur sérum de coagulum (HPLC, SDS-PAGE) permises par un 

bilan de matière conservé. Toutefois, les résultats de propriétés et de structure pour cette 

maturation ne sont pas exploitables à 5 et 10 jours de maturation car des problèmes de séchage pour 

ces temps de maturation ont été rencontrés.  

Tableau 19: Résumé des analyses réalisées pour chaque maturation. Les croix correspondent aux 

analyses réalisées. La croix en rouge souligne que les propriétés pour la maturation 4 ont été 

analysées sauf à 5 et 10 jours de maturation. 

catégorie Paramètres mesurées Mat 1 Mat 2 Mat 3 Mat 4 

Analyse 
propriétés 

Macrostructure (P0, P30, PRI) et pH x x x x 
Mésostructure par SEC-MALS (Mw, Mn, gel)   x x 

Analyse 
flores 

Comptages sur boîte de pétri   x x 
Dosage de l’ADN extrait  x x x 

Identification pyroséquençage 454  x x x 

Analyse 
biochimique 

lipides des crêpes et du latex   x x 
acides et québrachitol par HPLC-MS    x 

activités enzymatiques par galerie APIZYM   x  
dosage de l’azote des crêpes  x x x 

protéines du sérum et du latex par SDS-PAGE    x 
 

 

Les résultats des analyses sont donc présentés dans cette étude pour chaque maturation. Dans un 

premier temps, les résultats de propriétés et de structure sont présentés ainsi que l’évolution du pH 

du sérum de coagulum (chapitre 2). Ensuite, les analyses des communautés microbiennes sont 

présentées (chapitre 3) suivies en dernière partie des analyses de biochimie (chapitre 4). Le chapitre 

5 est consacré aux corrélations statistiques entre les données obtenues.  
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I. Stratégie 

Le choix des paramètres étudiés a été basé sur ceux préalablement choisis pour la thèse d’Intapun 

(2009), afin de pouvoir relier les résultats de nos 2 études. Une mesure a ainsi été faite sur le 

coagulum frais : le pH. Il s’agit d’un paramètre d’intérêt puisque c’est un indicateur physico-chimique 

en lien avec le développement des communautés microbiennes et la composition biochimique du 

milieu. Ce paramètre est par ailleurs souvent cité dans les études sur la maturation du caoutchouc. 

Des mesures sur la macrostructure et la mésostructure du caoutchouc sec ont également été 

effectuées sur des coagulums maturés, crêpés et séchés. La plasticité Wallace initiale (P0) et la 

plasticité après vieillissement (P30 et PRI) ont été également suivies car ces indicateurs normés sont 

d’intérêt industriel et subissent des modifications lors de l’étape de maturation par les 

microorganismes (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). La même démarche a été suivie avec la 

mésostructure pour les mesures de gel et de masse moléculaire des chaînes (Mn et Mw). Cette 

mésostructure analysée par SEC-MALS (Matériels et méthodes § II.B), est d’autant plus intéressante 

que peu d’études ont été menées jusqu’à présent sur la mésostructure lors de maturation par 

coagulation naturelle.  

Les échantillons de caoutchouc sec ont été préparés selon un procédé proche du type TSR10 et 20 

mis au point par Intapun (2009) (§ I.C.2). Les premières mesures de propriétés sur caoutchouc sec 

lors de la mission de 2011 ont été effectuées par le RRIT (Rubber Research Institute of Thailand) à 

Bangkok selon la norme SMR bulletin N°7 - 1992. Lors de cette mission, correspondant à la 

maturation n°2, seules les analyses de macrostructure ont été réalisées (P0, P30 et PRI). Il faut noter 

que l’intervalle de temps entre confection des crêpes et mesures des propriétés n’a pas été contrôlé 

pour cette série d’expériences. En effet, l’ensemble des crêpes a fait l’objet d’un envoi groupé au 

RRIT à la fin de chaque maturation. Les crêpes confectionnés en début de maturation n°2 présentent 

donc un intervalle de stockage avant envoi pour analyse de 21 jours, supérieur à celui produit en fin 

de maturation avec un intervalle de 6 jours. Les mesures de propriétés du caoutchouc obtenu lors de 

la mission suivante (expériences de maturation n°3 et 4, 2012) ont été réalisées en France afin de 

contrôler l’intervalle de temps entre confection des crêpes et mesures des propriétés, tout en 

permettant d’analyser la mésostructure (gel, Mw, Mn, déterminés par SEC-MALS) en complément de 

la macrostructure (P0, P30, PRI selon la norme ISO) (Matériels et méthodes § II). 

Pour la maturation 4, des problèmes de répétabilité du séchage ont empêché l’obtention des 

données de macro et mésostructure à 5 et 10 jours de maturation. Les résultats d’analyse de 

macrostructure sont donc décrits pour les maturations 2 et 3 et ceux de mésostructure pour la 

maturation 3 sous forme de courbe dans ce chapitre. Les résultats de macro et mésostructure pour 

les points initiaux et finaux de la maturation 4 sont donnés en annexe 1 et 2 pour discussion.  
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II. Évolution du pH 

Le pH du sérum de coagulum a été mesuré pour chaque série de maturation et pour chaque 

traitement (Avec (M+) ou sans microorganismes (M-), par coagulation acide (F+) ou naturelle (F-) et 

avec (O+) ou sans oxygène (O-)). La Figure 24 montre l’évolution du pH au cours du temps pour les 

maturations 2, 3 et 4 en fonction de ces traitements. Les points indiquent la moyenne de trois 

répétitions indépendantes et les barres d’erreur indiquent l’écart type.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le pH du latex fluctuait entre 6 et 7. Celui-ci était significativement (ANOVA) plus élevé pour la 

mission de 2012 (6,77) que pour la mission de 2011 (6,35) mais était identique au sein d’une même 

période (maturations 3 et 4 de la mission de 2012). 

Figure 24 : Évolution du pH pour les maturations 2, 3 et 4 et pour chaque traitement. Les lignes sont 
tracées uniquement pour les traitements avec ajout de microorganismes (Ligne pleine : latex coagulé 
à l’acide ; ligne pointillée : latex coagulé naturellement). Les barres d’erreur correspondent aux écarts 
types calculés sur les trois répétitions indépendantes.  
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Pour le sérum de coagulum du traitement avec microorganismes en conditions d’aérobiose (M+F-

O+) de la maturation 3, après 2 jours de maturation, le pH était aux alentours de 5,5 et est resté ainsi 

jusqu’à 5 jours de maturation pour ensuite augmenter jusqu’à 7,4 après 15 jours de maturation. La 

maturation 4 a suivi la même tendance que la maturation 3, avec une remontée du pH à partir de 5 

jours mais avec une dynamique plus lente (pH de 6,3 après 15 jours de maturation). La même 

tendance a été observée pour la maturation 2, avec cependant une dynamique plus rapide que celle 

des maturations 3 et 4. Pour la maturation 2, le pH était de 8,8 au bout de 15 jours, pour n’évoluer 

que peu ensuite (pH 9 après 20 jours de maturation).  

Le pH des sérums de coagulum des traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et 

(M-F+O-) a été étudié pour les maturations 3 et 4. Le pH était de 5,2 après la coagulation acide et 

entre 5,5 et 5,7 après 2 jours pour les deux maturations. A 15 jours, le pH était plus élevé avec une 

valeur de 6,3 en fin de maturation 3 et de 6 en fin de maturation 4. Les valeurs de pH étaient 

identiques pour les deux maturations, ce qui indique une absence d’effet apparent de la présence 

d’oxygène sur le pH pour ces traitements sur la période étudiée. 

Le pH des sérums de coagulum des traitements avec microorganismes et coagulation acide 

(M+F+O+) était de 5,2 après la coagulation provoquée mais a augmenté rapidement pour atteindre 

une valeur de 7,1 pour la maturation 3 et 6,4 pour la maturation 4 après 2 jours de maturation. Cette 

augmentation du pH lors des premiers jours de maturation pourrait avoir été être due à une 

consommation des acides plus forte que leurs productions par les microorganismes ou bien à 

l’évaporation de l’acide formique utilisé pour la coagulation. Cette augmentation avant 5 jours n’a 

pas été observée lors des autres traitements. Le pH a ensuite diminué pour atteindre son niveau le 

plus bas après 5 jours de maturation et a alors rejoint les traitements avec microorganismes et 

coagulation naturelle (M+F-O+) et (M+F-O-). Le pH a commencé à augmenter à partir de 5 jours de 

maturation et était de 7,6 pour la maturation 4 après 15 jours de maturation. La remontée du pH a 

été plus rapide pour la maturation 3 que pour la maturation 4 pour ce traitement. Par ailleurs, la 

remontée du pH dans les échantillons coagulés à l’acide était plus rapide que celle des échantillons 

coagulés naturellement (M+F-O+) et (M+F-O-).  

Le pH du sérum de coagulum des traitements avec microorganismes en condition d’anaérobiose 

(M+F-O-) était aux alentours de 5,5 après 2 jours de maturation puis est resté stable et bas (aux 

alentours de 5,1) pendant toute la maturation. Il est observé toutefois que le pH du traitement (M+F-

O-) pour la maturation 2 a augmenté légèrement à partir de 10 jours de maturation, passant de 5,1 à 

5,8.  

Les tendances observées sur l’évolution du pH sont les mêmes que celles décrites dans la 

bibliographie. Ces évolutions de pH montrent une évolution en deux phases avec une phase 

d’acidification atteignant un pH bas aux alentours de 5,3 jusqu’à 5 jours de maturation inclus, puis 

une phase d’alcalinisation après 5 jours de maturation avec une remontée du pH pouvant 

atteindre une valeur de 9. Cette remontée du pH était plus ou moins rapide selon les 

expérimentations et les traitements. Ces résultats montrent que la présence de microorganismes 

actifs ainsi que la présence d’oxygène sont des éléments clés dans le phénomène de remontée du 

pH. Outre la consommation des acides organiques formés dans la phase d’acidification, cette 

remontée du pH pourrait être due à la libération d’ammoniac suite à la dégradation des protéines 

et des acides aminés par des microorganismes en milieu aérobie.   
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III. Évolution de la macrostructure 

 Plasticité Wallace initiale (P0) A.

La plasticité Wallace initiale (P0) des crêpes de caoutchouc sec a été mesurée au cours du temps pour 

les maturations 2, 3 et 4. Plus cette plasticité est forte et moins le caoutchouc se déforme, 

correspondant à un caoutchouc plus réticulé. La Figure 25 et l’annexe 1 présentent les résultats de 

l’évolution de la P0 pour chacun des traitements testés et des maturations. 

Les valeurs de P0 des crêpes de caoutchouc obtenus par coagulation acide du latex avant maturation 

fluctuaient entre 38 et 40 pour les maturations 2 et 3. La valeur de la P0 avant maturation n’a donc 

pas varié entre ces deux maturations et n’a pas semblé être influencée par l’ajout d’inoculum dans le 

latex. Le lieu de réalisation des mesures (RRIT à Bangkok ou au CIRAD en France) et le délai entre 

confection des crêpes et mesures de propriétés ne semblent donc pas avoir eu d’influence sur la 

détermination de la valeur de P0 avant maturation. Il est intéressant de noter toutefois que la 

maturation 4 présentait des valeurs de P0 avant maturation supérieures de 5 points par rapport aux 

maturations 2 et 3 (annexe 1). Cette différence pourrait être liée à la composition initiale du latex. 

Pour le traitement avec microorganismes par coagulation naturelle et en conditions d’aérobiose 

(M+F-O+) de la maturation 3, la valeur de P0 était de 47,3 après 2 jours de maturation, soit 7,3 points 

au-dessus de la valeur initiale, puis a augmenté au cours du temps de maturation jusqu’à atteindre 

une valeur plateau de 58 au bout de 10 jours. Pour la maturation 2, la valeur de la P0 après 2 jours de 

maturation était de 56, soit 18 points au-dessus de la P0 avant maturation ce qui est beaucoup plus 

élevé que pour la maturation 3. Ensuite, la P0 a diminué fortement entre 2 et 5 jours de maturation 

(perte de 10 points) puis est restée stable jusqu’à 20 jours de maturation avec une valeur finale 

autour de 46. La maturation 4 montrait une valeur de P0 de 52,5 peu différente à 15 jours de celle 

obtenue au bout de 2 jours. Après 2 jours de maturation, la P0 a augmenté de 10 points par rapport à 

la valeur initiale (annexe 1). L’évolution de la P0 pour ce traitement a donc suivi une évolution 

différente entre les maturations.  

Pour le traitement avec microorganismes par coagulation naturelle et en anaérobiose (M+F-O-) des 

maturations 2 et 3, les valeurs après 2 jours de maturation étaient les mêmes que celles obtenues 

pour le traitement en aérobiose (M+F-O+). Ensuite, l’écart entre les traitements en aérobiose et en 

anaérobiose s’est creusé entre 2 et 5 jours pour les deux maturations, avec des valeurs de P0 plus 

hautes en anaérobiose. Pour la maturation 3, la P0 a suivi la même tendance que le traitement en 

aérobiose (M+F-O+) mais a atteint une valeur plus élevée de 62,8 au bout de 15 jours contre 58,3 

pour le traitement en aérobiose. Pour la maturation 2, la P0 du traitement en anaérobiose entre 2 et 

5 jours de maturation a chuté légèrement (de 3 points) et sa valeur s’est stabilisée aux alentours de 

54. L’écart entre les traitements en aérobiose (M+F-O+) et en anaérobiose (M+F-O-) était plus 

marqué pour la maturation 2 que pour la maturation 3. Lors de la maturation 4, la P0 semble 

également avoir augmenté avec une P0 plus forte à 15 jours (59) qu’à 2 jours (55) (annexe 1). La P0 en 

fin de maturation était plus forte pour la maturation 3 (62,8) suivi de la maturation 4 (59) puis de la 

maturation 2 (52,5).  

Les valeurs de P0 des traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-), mis en 

jeu seulement pour les maturations 3 et 4, étaient similaires pour la maturation 3, avec une valeur de 
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P0 de 43 après 2 jours de maturation, ce qui correspond à 3 points au-dessus de la valeur avant 

maturation, et une valeur plus haute, atteignant 53 au bout de 15 jours de maturation. Pour la 

maturation 4, les valeurs de P0 pour le traitement en anaérobiose (M-F+O-) étaient au-dessus de 

celles du traitement en aérobiose (M-F+O+) et également plus forte à 15 jours qu’à 2 jours de 

maturation (annexe 1). 

Les valeurs de P0 du traitement avec microorganismes et coagulation acide (M+F+O+), suivies pour 

la maturation 3 et 4, ont augmenté de 15 points (de 40 à 55) avant 2 jours lors de la maturation 3 et 

de 20 points lors de la maturation 4. Le traitement (M+F+O+) de la maturation 4 et le traitement 

(M+F-O+) de la maturation 2 présentaient les plus fortes augmentations de P0 avant 2 jours de 

maturation. Après 2 jours, la P0 s’est stabilisée pour la maturation 3 autour de 59 puis a diminué 

après 10 jours de maturation pour atteindre une valeur de 52 après 15 jours de maturation. Pour la 

maturation 4, la valeur de P0 était plus faible à 15 jours (56) qu’à 2 jours de maturation (64).  
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Figure 25: Évolution de la P0, de la P30 et du PRI au cours du temps pour les maturations 2 et 3 et selon 
les traitements. Les barres d’erreur représentent les écarts types. Les lignes sont tracées uniquement 
pour les traitements avec microorganismes (Ligne pleine : traitement coagulé à l’acide ; ligne 
pointillée : traitement coagulé naturellement). 
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Ces résultats montrent que l’évolution de la P0 s’est faite en deux temps lors de nos expériences. 

Une augmentation a été tout d’abord observée avant 2 jours pour tous les traitements et toutes 

les maturations, que le coagulum soit déjà formé ou non. Après 2 jours de maturation, la P0 

continuait d’augmenter, se stabilisait ou bien diminuait. Les traitements permettant d’obtenir la 

valeur de P0 la plus élevée lors des premiers jours de maturation ont été les traitements avec 

microorganismes et par coagulation acide (M+F+O+) et les traitements avec microorganismes et en 

anaérobiose (M+F-O-). Cependant, le traitement par coagulation acide semble avoir été favorable 

uniquement les premiers jours, avec une valeur de P0 élevée pour ensuite se stabiliser et diminuer 

en fin de maturation.  

Ces évolutions de la P0 résulteraient d’un équilibre entre phénomènes de scission et phénomènes 

de réticulation. L’augmentation de la P0, qui traduit un durcissement du caoutchouc probablement 

par des phénomènes de réticulation, semble donc influencée par plusieurs facteurs. Elle serait 

stimulée par l’ajout de microorganismes et également par la coagulation à l’acide avant 2 jours. 

Par la suite, elle n’a plus augmenté pour la maturation 2, contrairement à ce qui s’est passé pour 

les maturations 3 et 4. Cette augmentation ne semble pas avoir été dépendante de la présence 

d’oxygène. Les traitements en anaérobiose (M+F-O-) présentant probablement moins de 

phénomènes de dégradation du caoutchouc, c’est avec ces traitements qu’ont été mises en 

évidence les maturations avec les plus fortes capacités d’augmentation de la P0. La maturation 3 

présentait le plus fort potentiel d’augmentation de la P0, suivie de la maturation 4 puis de la 

maturation 2. Il est intéressant de noter que les maturations les plus actives (remontée de pH les 

plus rapides) ont présenté les plus hautes valeurs de P0 après 2 jours de maturation.  

Au contraire, certains mécanismes joueraient en faveur de la diminution de la P0, rendant le 

matériau caoutchouc plus plastique. La comparaison entre les traitements en aérobiose (M+F-O+) 

et en anaérobiose (M+F-O-) ont montré une diminution de la P0 entre 2 et 5 jours pour les deux 

maturations, avec une différence plus marquée pour la maturation 2. Cette diminution entre 2 et 5 

jours, liée à la présence d’oxygène, se ferait à pH acide avec une P0 plus faible en présence 

d’oxygène. Une autre diminution de la P0 a été observée entre 10 et 15 jours pour la maturation 3, 

mais cette diminution n’a pas semblé dépendante de la présence d’oxygène et ni du mode de 

coagulation. Cette diminution de la P0 pourrait faire intervenir des mécanismes de scission se 

produisant à l’état frais ou bien lors du séchage.  

Cette évolution en deux temps de la P0, avec une augmentation en début de maturation suivie 

d’une diminution, a également été observée pour le traitement par coagulation acide dans les 

travaux de Intapun (2010). Pour les traitements par coagulation naturelle (M+F-O+) et (M+F-O-), 

les évolutions de P0 de la maturation 2 sont également semblables aux résultats des travaux de 

Intapun (2009).  
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 Plasticité Wallace après vieillissement (P30) et indice de rétention de B.

plasticité (PRI)  

L’évolution de la plasticité après vieillissement (P30) et celle de l’indice de rétention de plasticité 

(Plasticity Retention Index ou PRI) ont été suivies au cours du temps pour les maturations 2, 3 et 4 

selon les différents traitements. Rappelons que le PRI permet d’évaluer la résistance du caoutchouc à 

la thermooxydation. Il est calculé par le rapport entre la plasticité Wallace après vieillissement (P30) 

et la plasticité Wallace initiale (P0). Les résultats sont illustrés sur la Figure 25 pour les maturations 2 

et 3 et en annexe 1 pour la maturation 4. 

Les valeurs de PRI des crêpes de caoutchouc obtenus par coagulation acide du latex sans maturation 

(PRI initial) fluctuaient entre 98 et 104. Les échantillons de caoutchouc avant maturation avaient 

donc une bonne résistance à la thermooxydation, avec une valeur de 100 indiquant une absence de 

modification de la plasticité après traitement. 

Pour le traitement avec microorganismes, par coagulation naturelle et en condition d’aérobiose 

(M+F-O+), la valeur du PRI après 2 jours de maturation était de 66 pour la maturation 2, de 92 pour 

la maturation 3 et de 80,6 pour la maturation 4. Cette forte diminution de la valeur du PRI au cours 

des 2 premiers jours pour la maturation 2 a été associée à une forte augmentation de la P0 et une 

valeur de P30 stable, alors que pour les maturations 3 et 4, la P0 a augmenté plus faiblement au cours 

de cette période. Le PRI a ensuite chuté progressivement pour la maturation 2 jusqu’à atteindre une 

valeur de 30 après 10 jours de maturation, pour ensuite diminuer plus lentement après 10 jours de 

maturation jusqu’à une valeur finale de 20. Pour la maturation 2, la diminution du PRI a été plus 

marquée entre 5 et 10 jours de maturation, avec une P0 stable mais une diminution marquée de la 

P30. Pour la maturation 3, le PRI a diminué progressivement entre 2 et 15 jours pour atteindre une 

valeur de 54 après 15 jours de maturation, soit beaucoup moins que pour la maturation 2. Pour la 

maturation 3, la chute du PRI a été progressive entre 2 et 10 jours et était associée à une remontée 

de la valeur de la P0 et à une P30 stable. Par contre, après 10 jours la diminution du PRI était associée à 

une P0 stable et à une valeur de P30 en diminution. Le traitement (M+F-O+) de la maturation 4 

présentait une valeur à 15 jours plus forte avec un PRI de 61. La maturation 2 présentait donc pour 

ce traitement le PRI le plus faible en fin de maturation suivi de la maturation 3 puis de la 

maturation 4.  

Pour le traitement avec microorganismes, par coagulation naturelle et en condition d’anaérobiose 

(M+F-O-), le PRI après 2 jours de maturation était similaire à celui du traitement en aérobiose (M+F-

O+) pour les trois maturations. La valeur du PRI a ensuite diminué plus lentement que pour le 

traitement (M+F-O+), pour atteindre en fin de maturation une valeur de 75,4 pour la maturation 4, 

de 67,3 pour la maturation 3 et de 42,1 pour la maturation 2. Pour un même traitement, la chute du 

PRI était donc également plus importante en valeur lors de la maturation 2 que lors de la maturation 

3 suivi de la maturation 4. Cette chute du PRI en anaérobiose lors des maturations 3 et 4 était liée à 

une augmentation importante de la P0 alors que la P30 augmentait peu. Au contraire, lors de la 

maturation 2, la diminution du PRI s’est accompagnée d’une diminution de la P30 alors que la P0 était 

stable. Les mécanismes de chute du PRI semblent donc avoir été différents entre les maturations 2 et 

3/4. Certains microorganismes anaérobies seraient également capables de faire diminuer la P30 en 

absence d’oxygène et auraient été particulièrement présents lors de la maturation 2. 



 CHAPITRE 2 : ÉVOLUTION DE LA STRUCTURE ET DES PROPRIÉTÉS DU CAOUTCHOUC NATUREL SEC 

111 

Pour le traitement avec microorganismes et coagulation acide (M+F+O+) des maturations 3 et 4, la 

valeur du PRI a diminué pour atteindre après 2 jours de maturation le même niveau que les 

traitements par coagulation naturelle (M+F-O+) et (M+F-O-). Bien que ces traitements aient présenté 

une forte augmentation de la P0 sur cette période, le PRI n’a pas chuté par car cette augmentation a 

été également accompagnée d’une augmentation de la P30. Cette diminution s’est ensuite poursuivie 

plus rapidement que pour les deux autres traitements par coagulation naturelle lors de la maturation 

3, atteignant une valeur de 34,2 après 15 jours de maturation. Pour la maturation 4, le PRI à 15 jours 

de maturation (55) était similaire à celui du traitement (M+F-O+). Cette diminution rapide du PRI lors 

de la maturation 3, était liée à une P0 stable et à une valeur de P30 en baisse dès 2 jours de 

maturation.  

Pour les traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) des maturations 3 

et 4, le PRI a diminué plus lentement que pour les trois autres traitements, atteignant une valeur de 

78 pour les 2 traitements après 15 jours de maturation. Cette diminution du PRI était liée à une P30 

stable avec une augmentation de la P0. 

Le Tableau 20 présente l’analyse ANOVA des valeurs de P30 et de PRI à 15 jours pour la maturation 3. 

En effet ces valeurs présentent de forts écarts types à 15 jours de maturation. Cette analyse permet 

de vérifier les différences observées entre les traitements et montrent que ces différence sont bien 

significatives. 

Tableau 20 : Analyse ANOVA pour la P30 (a) et le PRI (b) entre les différents traitements à 15 jours de 
la maturation 3. Légende : traitement A = (M+F-O+), traitement B = (M-F+O+), traitement C = 
(M+F+O+), traitement D = (M+F-O-), traitement E = (M-F+O-). 

 

(a) Traitement Niveau Moyenne 
P30 

 D A   42 
 E A   42 
 B A B  39 
 A  B  32 
 C   C 19 

 

 

Ces résultats montrent qu’au cours de la maturation, une diminution a été observée après 2 jours 

pour le P0 et dès le premier jour pour le PRI. Le caoutchouc est donc devenu donc plus sensible à la 

thermooxydation au fur et à mesure de la maturation. Ceci concorde avec les données de la 

bibliographie. 

Le PRI a chuté plus fortement lors de la maturation 2, suivie de la maturation 3 puis de la 

maturation 4. Les traitements ont influé également sur la chute du PRI. Ainsi, la coagulation acide a 

accéléré la diminution de la P30 et du PRI, alors que l’absence d’oxygène a ralenti cette diminution. 

Les traitements avec microorganismes et oxygène ont présenté les valeurs de PRI les plus basses, 

alors que les traitements en anaérobiose ou avec faible teneur en microorganismes avaient les PRI 

les plus hauts. Ces résultats sont cohérents avec ceux trouvés par Intapun (2010).  

(b) Traitement Niveau Moyenne 
PRI 

 E A   77 
 B A   75 
 D A   67 
 A  B  55 
 C   C 34 
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Les mécanismes faisant chuter le PRI ont semblé différents entre la maturation 2 et les 

maturations 3 et 4. La chute initiale du PRI (entre 0 et 2 jours) était plus importante lors de la 

maturation 2 du fait de la forte augmentation de la P0 et d’une P30 stable alors que lors des 

maturations 3 et 4, les fortes augmentations de P0 (traitement M+F+O+) étaient accompagnées 

d’une augmentation de la P30 entrainant une chute moindre du PRI sur cette période. Au-delà de 

2 jours de maturation, la chute du PRI a été accompagnée pour la maturation 2 et les traitements 

(M+F+O+) des maturations 3 et 4 d’une chute de la P30 marquée. La diminution de la P30 entre 2 et 

5 jours pour la maturation 2 a été également accompagnée d’une chute de la P0 très importante en 

aérobiose. Ce phénomène n’a été très marqué que lors de cette maturation. La diminution du PRI 

des traitements par coagulation naturelle (M+F-O+) et (M+F-O-) des maturations 3 et 4 a été plus 

liée à une augmentation plus forte de la P0 par rapport à la P30 qui est restée stable ou a augmenté 

légèrement. Il est intéressant de noter que lors de la maturation 3, lorsque la P0 s’est stabilisée la 

P30 a commencé à diminuer. 

Les cinétiques de variation de la P30 et du PRI semblaient être liées aux cinétiques de remontée du 

pH pour les deux maturations. Ces corrélations seront discutées par la suite (§ V.B). 
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IV. Évolution de la mésostructure 

 Taux de gel total déterminé par SEC-MALS A.

Le taux de gel total calculé à partir des analyses en SEC-MALS a été suivi au cours de la maturation 3 

(Figure 26) et de la maturation 4 (annexe 1). 

  

Avant maturation, la quantité de gel mesurée pour les traitements (M+F+O+) et (M-F+O+) était la 

même lors des maturations 3 et 4, avec un taux de 25 %. Ceci indique que la présence de 

microorganismes actifs n’aurait pas eu d’impact sur le taux de gel sans un temps de maturation 

préalable.  

Le taux de gel a évolué de la même façon lors des traitements (M+F-O+) et (M+F-O-), avec une 

augmentation progressive. Un taux de 27% a en effet été observé après 2 jours de maturation puis 

de 37% après 15 jours de maturation. Les taux de gel à 2 jours de maturation étaient plus élevés pour 

la maturation 4 (entre 32 et 35%) et également à 15 jours de maturation (entre 37 et 44%). Le 

traitement en anaérobiose (M+F-O-) avait un taux de gel plus élevé à 15 jours que celui du 

traitement en aérobiose (M+F-O+) lors de la maturation 4.  

Pour les traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) lors de la 

maturation 3, le taux de gel après 15 jours était plus élevé qu’après 2 jours de maturation, et 

similaire (entre 36 et 40%) à celui mesuré pour les traitements (M+F-O+) et (M+F-O-). Lors de la 

maturation 4, les taux de gel atteints pour ces mêmes traitements étaient également plus importants 

à 15 jours qu’à 2 jours de maturation. Le taux de gel atteint pour le traitement (M-F+O-) à 2 jours 

était plus important que lors de la maturation 3 et similaire aux traitements (M+F-O-) de la 

Figure 26 : Évolution de la quantité de gel pour la maturation 3 en fonction des différents 
traitements. Les barres d’erreur représentent les écarts types. Les lignes sont uniquement tracées 
pour les traitements avec microorganismes (Ligne pleine : traitement coagulé à l’acide ; ligne 
pointillée : traitement coagulé naturellement). 
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maturation 4. Au contraire le traitement (M-F+O+) de la maturation 4 présentait moins de gel que les 

traitements avec microorganismes actifs. Au bout de 15 jours de maturation, les taux de gel des 

traitements à faible teneur en microorganismes de la maturation 4 étaient similaires à ceux de la 

maturation 3 et des autres traitements avec microorganismes actifs. Les différences entre 

traitements avec microorganismes actifs et faible teneur en microorganismes étaient donc peu 

marquées, ceci laissant penser que les microorganismes joueraient un rôle moindre dans la 

formation du gel. Il se pourrait également que des microorganismes présents initialement dans le 

latex et résistants à l’azoture de sodium aient joué un rôle dans la formation du gel. 

Pour le traitement par coagulation acide (M+F+O+), le taux de gel a augmenté fortement au cours 

des 2 premiers jours de maturation, passant de 24% à 34%, avant de se stabiliser. L’évolution 

générale semble donc différente de celle des quatre autres traitements. Lors de la maturation 4, le 

taux de gel du traitement (M+F+O+) à 2 jours de maturation semble avoir été également supérieur 

aux traitements par coagulation naturelle mais ce phénomène a été moins marqué et la différence 

non significative. Au bout de 15 jours de maturation, le taux de gel était identique aux autres 

traitements et à ceux de la maturation 3. 

Ces résultats montrent que la quantité de gel total déterminée par SEC-MALS a augmenté au cours 

de la maturation. Les taux de gel entre maturation 3 et 4 étaient similaires avec un taux de gel 

maximal atteint à 15 jours de maturation d’environ 40%. Toutefois ce taux de gel a été plus 

rapidement atteint lors de la maturation 4, avec un taux de gel supérieur à 2 jours de maturation 

pour l’ensemble des traitements par rapport à la maturation 3 (excepté le traitement (M-F+O+)). Il 

se pourrait que les microorganismes liés à la formation du gel aient été plus abondants lors de la 

maturation 4.   

Une différence significative a été observée après 2 jours de maturation pour le traitement par 

coagulation acide (M+F+O+) par rapport aux autres traitements, avec un taux de gel 

significativement plus haut mais qui s’est stabilisé ensuite. Ces résultats sont concordants avec 

ceux obtenus par Intapun et al. (2010), qui a observé pour des échantillons coagulés à l’acide une 

augmentation du taux de gel au cours des 2 premiers jours puis une stabilisation. Dans cette étude, 

le plateau atteint après 2 jours était dépendant de la concentration initiale en microorganismes 

dans le latex : plus il y avait de microorganismes, plus le plateau était élevé, avec environ 50 % de 

gel total pour l’inoculum le plus concentré en microorganismes. Il faut noter que le taux de gel 

dans notre étude était inférieur à celui trouvé dans l’étude d’Intapun et al., avec un taux évoluant 

entre 25 et 40 % dans notre cas contre 30 et 55% pour l’étude d’Intapun et al. Il est intéressant de 

noter également que dans les traitements par coagulation naturelle, sans ajout d’acide formique, 

le taux de gel augmentait continuellement, dépassant celui du traitement par coagulation acide. La 

coagulation par ajout d’acide pourrait ainsi figer la formation de gel.   

Les traitements à teneur réduite en microorganismes, également coagulés à l’acide, ont vu au 

contraire le taux de gel augmenter et se rapprocher des traitements par coagulation naturelle. Ceci 

laisse penser que les microorganismes joueraient un rôle mineur dans la formation du gel. 

Toutefois, les travaux d’Intapun et al. ont montré que le taux de microorganismes et le taux de gel 

étaient liés. De plus ils avaient également observé une augmentation du taux de gel dans les 

témoins négatifs mais sans impact sur la valeur de la P0. Ces résultats suggèrent que le gel formé 

dans les traitements témoins serait de nature différente de celui formé en présence de 

microorganismes actifs. 
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 Distribution des masses molaires  B.

La Figure 27 présente les distributions des masses des chaînes de polyisoprène déterminées par 

analyse en SEC-MALS pour les crêpes de caoutchouc de la maturation 3. Les résultats pour la 

maturation 4 sont donnés en annexe 2. Ces chaînes correspondent à la fraction solubilisée du 

caoutchouc (Matériels et méthodes § II.B). L’élution montre une anormalité en fin d’analyse pour les 

petites masses, avec une remontée de la courbe. Cette remontée pourrait être attribuée à des 

microaggrégats perturbant l’analyse (Kim, Sainte-Beuve et al. 2009).  

Pour les maturations 3 et 4, les distributions des masses étaient bimodales pour les deux traitements 

testés (M+F+O+) et (M-F+O+), avec un pic centré à 1600 kg/mol et un autre pic se trouvant entre 300 

et 500 kg/mol.  Cette bimodalité pour les deux maturations a disparu au cours du temps avec une 

disparition rapide des chaînes de petites masses jusqu’à 5 jours de maturation. Cette disparition des 

petites masses semble avoir été plus rapide pour le traitement (M+F+O+). En effet, après 2 jours de 

maturation la bimodalité n’était plus visible alors qu’elle l’était encore dans les traitements (M+F-O+) 

et (M-F+O+). La coagulation acide en présence de microorganismes et d’oxygène accélèrerait donc la 

disparition des petites chaînes. Ceci est à mettre en parallèle avec le taux de gel à 2 jours qui était 

également plus important pour ce traitement (Figure 26). Les petites chaînes participeraient donc 

bien à la formation du gel. Cette différence à 2 jours de maturation a semblé moins marquée lors de 

la maturation 4 (annexe 2).  

Les chaînes de grandes masses semblaient diminuer au cours de la maturation avec un décalage de la 

distribution vers la droite. Ceci laisse penser que des phénomènes de scission des chaînes seraient 

mis en jeu, réduisant ainsi la taille des chaînes. Parallèlement à ces phénomènes de scission, la 

proportion des chaînes moyennes semble avoir augmenté au cours du temps de maturation. Ce 

décalage de la courbe vers la droite n’a cependant pas été observé lors de la maturation 4 

(annexe 2) ; les phénomènes de scission seraient donc moins présents lors de cette expérience. Il est 

intéressant de noter qu’au bout de 5 jours de maturation, des chaînes de fortes masses, non 

présentes au temps initial, semblent également être apparues transitoirement pour ensuite 

disparaitre.   

Il est intéressant de souligner que les évolutions de mésostructure observées lors de la maturation 

sont similaires à celles observées lors du phénomène de durcissement au stockage (Wisunthorn, 

Liengprayoon et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 



 CHAPITRE 2 : ÉVOLUTION DE LA STRUCTURE ET DES PROPRIÉTÉS DU CAOUTCHOUC NATUREL SEC 

116 

  Figure 27: Distribution des masses des chaînes de polyisoprène obtenues par SEC-MALS pour les 
traitements en aérobiose de la maturation 3. 
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 Masse molaire moyenne en nombre (Mn) C.

La masse molaire moyenne en nombre (Mn) des chaînes de polyisoprène dans les crêpes de 

caoutchouc a été suivie par SEC-MALS pour les maturations 3 et 4 (Figure 28 et annexe 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour la maturation 3, au temps de maturation 0, les Mn des traitements (M+F+O+) et (M-F+O+) 

avoisinaient les 1000 kg/mol et n’étaient pas significativement différentes (Test ANOVA). La 

maturation 4 présentait les mêmes valeurs de Mn avant maturation.   

Au cours de la maturation 3, les Mn mesurées pour les trois traitements (M+F-O+), (M+F-O-) et 

(M+F+O+) ont suivi une évolution similaire avec une augmentation puis une diminution. Le 

traitement (M+F+O+) a présenté une Mn augmentant plus vite pour atteindre 1280 kg/mol au bout 

de 5 jours puis ensuite diminuer jusqu’à 1000 kg/mol. Après 2 et 5 jours de maturation, la différence 

était significative par rapport aux autres traitements (ANOVA) avec un écart situé entre 100 et 200 

kg/mol. Pour les traitements (M+F-O+) et (M+F-O-), la Mn a commencé à diminuer à partir de 

10 jours de maturation, donc plus tard que pour le traitement (M+F+O+). Les traitements à teneur 

réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) ont montré des valeurs de Mn à 2 et 15 jours de 

maturation similaires aux traitements (M+F-O+) et (M+F-O-).  

La maturation 4 a présenté des valeurs similaires de Mn à 2 et 15 jours comparées à la maturation 3. 

La Mn à 2 jours de maturation était également supérieure aux autres traitements mais cette 

différence était moins marquée pour la maturation 4 que pour la maturation 3. 

Ces résultats montrent qu’aucune différence significative entre les traitements n’a été observée, 

excepté lors des 5 premiers jours de maturation du traitement (M+F+O+) qui se distingue des deux 

autres traitements (M+F-O-) et (M+F-O+) par une Mn supérieure. L’augmentation de la Mn les 5 

premiers jours de maturation montrait que la masse molaire moyenne en nombre d’une chaîne 

augmentait. Ce phénomène pourrait être lié à une diminution du nombre de chaînes dans la 

Figure 28 : Évolution de la masse molaire moyenne en nombre (Mn) au cours du temps pour la 
maturation 3 en fonction des différents traitements. Les barres d’erreur représentent les écarts types. 
Les lignes sont tracées uniquement pour les traitements avec microorganismes actifs (Ligne pleine : 
traitement coagulé à l’acide ; ligne pointillée : traitement coagulé naturellement). 
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fraction solubilisée qui passerait dans la phase gel (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). Ce 

phénomène serait plus rapide lors de la coagulation acide en présence de microorganismes actifs. 

En effet la distribution des masses montrait également une disparition des petites chaînes au cours 

des premiers jours de maturation et plus rapide pour le traitement (M+F+O+) (§ IV.B). La 

diminution de la Mn dans un deuxième temps montrait que la masse molaire moyenne d’une 

chaîne diminuait probablement par des mécanismes de scission des chaînes. En effet, la sensibilité 

du NR à la thermooxydation (PRI) était plus importante avec la maturation (Figure 25). La 

diminution des grandes chaînes était également observée dans la distribution des masses. Ces 

résultats sont concordants avec les travaux d’Intapun (2010) qui a observé également une 

augmentation de la Mn les premiers jours de maturation puis une stabilisation ou une diminution 

selon la quantité de microorganismes. Toutefois dans cette étude les valeurs des Mn étaient plus 

élevées. Ceci pourrait être lié à l’état physiologique initial de l’arbre. 

 Masse molaire moyenne en poids (Mw) D.

La masse molaire moyenne en poids (Mw) des chaînes de polyisoprène dans les crêpes de caoutchouc 

a été suivie par SEC-MALS pour les maturations 3 et 4. Les résultats sont présentés par la Figure 29 et 

l’annexe 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lors de la maturation 3, la Mw mesurée pour les traitements (M+F+O+) et (M-F+O+) avant maturation 

(temps 0) était de l’ordre de 1800 kg/mol pour les deux traitements. Lors de la maturation 4, les 

valeurs de Mw étaient plus faibles que celles de la maturation 3 avec 1600 kg/mol pour le traitement 

avec microorganismes actifs (M+F+O+) et 1500 kg/mol pour le traitement à teneur réduite en 

microorganismes (M-F+O+). Ces résultats montrent que la maturation 4 présentait initialement des 

masses de chaînes plus petites avec probablement moins de chaînes de fortes masses. De plus, les 

traitements à teneur réduite en microorganismes présentaient des Mw plus faibles avant maturation 

que les traitements avec microorganismes actifs. Les microorganismes actifs pourraient donc 

Figure 29: Évolution de la Mw au cours du temps pour la maturation 3 en fonction des différents 
traitements Les barres d’erreur représentent les écarts types. Les lignes sont tracées uniquement 
pour les traitements avec microorganismes (Ligne pleine : traitement coagulé à l’acide ; ligne 
pointillée : traitement coagulé naturellement). 
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intervenir dans la production de Mw plus importantes avant maturation. L’impact des 

microorganismes sur la Mw avant maturation a également été rapporté par Intapun (2010) mais avec 

un effet inverse c’est-à-dire une Mw plus faible avec ajout de microorganismes. Cette différence 

entre notre étude et celle d’Intapun pourrait être liée à la nature de l’inoculum. Les valeurs de Mw 

avant maturation étaient également plus faibles dans l’étude d’Intapun, de l’ordre de 1400 kg/mol. 

La Mw avant 2 jours de maturation pour le traitement (M+F+O+) a diminué de 200 kg/mol puis s’est 

stabilisée pour ensuite diminuer à partir de 5 jours. L’évolution de la Mw au cours de la maturation 

était similaire entre les traitements (M+F-O+) et (M+F-O-) avec une Mw stable les 5 premiers jours de 

maturation puis une diminution passant d’environ 1750 kg/mol à 1450 kg/mol après 15 jours. La 

diminution de la Mw pour le traitement (M+F+O+) semblait commencer vers 5 jours alors que pour 

les traitements (M+F-O+) et (M+F-O-), cette diminution semblait plus tardive, vers 10 jours. Il est 

intéressant de noter qu’à 10 jours de maturation, la Mw était significativement plus haute pour le 

traitement en anaérobiose (M+F-O-) que pour les traitements en aérobiose (M+F-O+) et (M+F+O+). 

Pour les deux traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-), les valeurs 

après 2 et 15 jours de maturation étaient similaires à celles obtenues pour les autres traitements 

avec toutefois une Mw qui avait tendance à être supérieure aux autres traitements à 15 jours pour le 

traitement (M+F-O-). Pour la maturation 4, les valeurs de Mw à 2 et 15 jours étaient similaires à celles 

obtenues avant maturation laissant penser que la Mw était plus faible et stable lors de cette 

maturation.  

Ces résultats montrent qu’avant maturation, les valeurs de Mw pouvaient être différentes en 

fonction des séries de maturation et en fonction également de l’ajout d’inoculum. L’ajout 

d’inoculum a semblé augmenter la Mw avant maturation alors que l’effet inverse a été observé 

dans l’étude d’Intapun (2010). Ces résultats montrent également que la Mw a diminué avant 2 jours 

de maturation, ce qui est concordant avec les résultat d’Intapun (2010). En effet, lors de l’étude 

d’Intapun, la Mw a diminué également avant 2 jours de maturation pour ensuite se stabiliser. Nos 

résultats se portant sur une période plus longue, ils permettent de montrer que la Mw peut 

également diminuer après 10 jours (Maturation 3) ou rester stable jusqu’à 15 jours (Maturation 4). 

Le traitement (M+F+O+) a semblé présenter une diminution plus rapide de la Mw lors de la 

maturation 3, ce qui pourrait être lié aux fortes remontées de valeur de pH. Cette diminution de la 

Mw au cours de la maturation 3 montre que la masse molaire moyenne des chaînes a diminué et 

qu’à partir de 5 jours, les grandes chaînes auraient pu subir des mécanismes de scission. Une 

disparition des grandes chaînes a été également observée dans la distribution des masses (§ IV.B). 

Le caoutchouc produit lors de la maturation 3 aurait comporté donc plus de grandes chaînes 

initialement mais ces chaînes auraient subi davantage de phénomènes de scission. Au contraire, le 

caoutchouc produit lors la maturation 4 aurait subi peu d’évolution des grandes chaînes. Les 

valeurs de Mw à 15 jours pour les traitements à teneur réduite en microorganismes ou avec 

microorganismes actifs étaient similaires, montrant que les microorganismes ne seraient pas 

directement impliqués dans la chute de la Mw mais pourraient accélérer le phénomène. Les 

microorganismes participant aux remontées de pH, en particulier, pourraient être liés à 

l’accélération de la chute de la Mw. La présence d’oxygène pourrait dans certains cas accentuer le 

phénomène.  
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 Indice de polydispersité (I) E.

L’indice de polydispersité (I) permet d’illustrer la dispersité en taille des chaînes au sein d’un 

polymère. Il est calculé par le rapport entre la Mw et la Mn. Un fort indice de polydispersité montre 

une distribution des masses molaires large, alors qu’un indice se rapprochant de 1 montre une 

distribution étroite. Cet indice a été mesuré pour la maturation 3. Les résultats sont présentés dans 

la Figure 30. 

Pour le traitement avec microorganismes en aérobiose (M+F-O+), l’indice était de 1,65 après 2 jours 

de maturation et de 1,5 après 5 jours, avant de se stabiliser jusqu’à la fin de la maturation. Le 

traitement avec microorganismes en anaérobiose (M+F-O-) a suivi la même tendance sans 

différence significative avec le traitement en aérobiose.  

Les traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) ont montré des valeurs 

semblables à celles mesurées après 2 jours de maturation pour les traitements (M+F-O+) et (M+F-O). 

Toutefois après 15 jours de maturation, l’indice de polydispersité des témoins négatifs était 

significativement plus faible que pour ces 2 traitements, avec une valeur de 1,33, montrant que la 

dispersion des masses des chaînes était plus étroite pour ces traitements.   

Le traitement avec microorganismes en coagulation acide (M+F+O+) a montré une diminution plus 

rapide et significative de l’indice de polydispersité, qui est passé de 1,8 à 1,43 au cours des 2 

premiers jours de maturation. L’indice s’est ensuite stabilisé. 

Ces résultats montrent que les trois traitements (M+F+O+), (M+F-O-) et (M+F-O+) ont suivi une 

même tendance, avec une diminution rapide pendant les premiers jours de maturation de l’indice 

de polydispersité, passant de 1,8 à une valeur de 1,4 à 1,5 suivant les traitements. L’indice s’est 

ensuite stabilisé. Ceci montre que les chaînes sont passées d’une distribution des masses molaires 

dispersée, avec des petites et des grandes chaînes, à une distribution plus étroite. Ceci est 

cohérent avec l’évolution de la Mn et serait lié à la disparition des petites chaînes passant de la 

phase solubilisée à la phase gel. Ce transfert des petites chaînes dans la phase gel serait plus rapide 

pour le traitement (M+F+O+) faisant ainsi diminuer plus rapidement l’indice de polydispersité.  

Figure 30 : Évolution de l'indice de polydispersité (I) pour la maturation 3 en fonction des différents 
traitements 
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 Conclusion sur la mésostructure  F.

Les résultats de mésotructure montrent une évolution en deux temps pour la maturation 3. Au cours 

des 5 premiers jours de maturation, les petites chaînes de polyisoprène ont disparu de la phase 

solubilisée étudiée en SEC-MALS. En effet, la distribution des masses est passée d’un mode bimodal à 

un mode unimodal, la Mn a augmenté et l’indice de polydispersité diminuait. Ce phénomène de 

disparition des petites chaînes dans la phase solubilisée était plus rapide lors des traitements par 

coagulation acide et avec microorganismes actifs (M+F+O+). Cette disparition des petites chaînes 

était probablement liée à l’augmentation du gel en début de maturation qui était également plus 

important à 2 jours dans le traitement (M+F+O+).  

Dans un deuxième temps, les grandes chaînes de polyisoprène disparaitraient par mécanismes de 

scission. En effet, les indices de polydispersité se stabilisaient, les distributions des masses molaires 

se décalaient vers la droite, et les valeurs de Mn et de Mw diminuaient. Lors de cette phase, les taux 

de gel continuaient d’augmenter sauf pour le traitement par coagulation acide où les phénomènes 

de scission étaient toujours présents mais le taux de gel se stabilisait.  

La maturation 4 présentait des évolutions de mésostructure différentes à celles de la maturation 3. 

En effet, le taux de gel semblait augmenter plus rapidement lors de la maturation 4 pour atteindre 

néanmoins les mêmes valeurs finales. Ils se pourraient que davantage de microorganismes étaient 

présents lors des premiers jours de la maturation 4 par rapport à la maturation 3, ceci favorisant la 

formation de gel. Les valeurs et évolutions des Mn étaient similaires entre les deux maturations. Par 

contre les valeurs de Mw étaient différentes pour la maturation 4 avec des Mw initialement plus 

faibles et évoluant peu au cours du temps. Les phénomènes de scission seraient donc beaucoup 

moins prononcés lors de cette maturation.   

Il est intéressant de noter également que l’ajout d’inoculum avant maturation permettait de 

produire des caoutchoucs avec des valeurs de Mw plus hautes. Les microorganismes pourraient donc 

modifier les chaînes et produire des chaînes plus lourdes.  

L’implication des microorganismes sur la mésostructure n’est pas encore bien établie. En effet peu 

de différences étaient observées entre les traitements avec microorganismes actifs et faible teneur 

en microorganismes sur le taux de gel, la Mn et la Mw. Toutefois les variations observées en 

coagulation acide (M+F+O+), la dynamique d’évolution de la mésostructure et les résultats 

précédents obtenus par Intapun (2010) laissent penser que ces microorganismes pourraient avoir un 

impact sur cette mésostructure.  
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V. Discussions et conclusions 

 Tendances générales et cinétiques de maturation A.

Les paramètres mesurés (méso- et macrostructures du caoutchouc obtenu et pH des coagulums) 

sont différents entre les maturations 2 et 3/4. Ceci pourrait venir soit de la composition biochimique 

initiale du latex, soit de la nature de l’inoculum utilisé. 

En effet la composition initiale du latex est un paramètre non contrôlé dans nos expériences puisque 

les prélèvements ont eu lieu à des périodes différentes. Il est connu que cette composition est 

variable, notamment en fonction des saisons et de la pluviométrie récente (bibliographie) et peut 

influer le développement des microorganismes. 

Cette différence pourrait s’expliquer également par l’utilisation d’inoculums différents. En effet 

l’inoculum de 2011 utilisé pour la maturation 2 a été préparé de façon non contrôlée alors que 

l’inoculum de 2012 a été préparé de façon contrôlée selon la méthodologie des travaux d’Intapun 

(2010) mais avec une étape de congélation supplémentaire.  

Les différences observées semblent venir d’une différence cinétique puisque les tendances sont 

similaires. En effet, pour le pH par exemple, celui-ci évolue de la même façon mais avec une 

cinétique différente selon les traitements et les maturations. Afin de vérifier cette hypothèse, des 

facteurs de correction temporelle présentés en tableau 21 ont été appliqués à chaque maturation et 

traitement afin de faire concorder les valeurs de pH des maturations avec celles du traitement (M+F-

O+) de la maturation 2 qui correspond au cas présentant la cinétique de variation la plus rapide avec 

la plus forte augmentation de pH. Les traitements par coagulation acide (M+F+O+) présentent les 

cinétiques les plus importantes lors des maturations 3 et 4, suivis par les traitements par coagulation 

naturelle avec (M+F-O+) et (M+F-O-) puis les traitements à teneur réduite en microorganismes avec 

(M-F+O+) et (M-F+O-). A partir de ces corrections, un temps relatif est créé correspondant au temps 

de maturation divisé par le facteur de correction. La Figure 31 présente l’évolution du pH et de la P0 

en fonction du temps relatif. Cette représentation permet de ressortir les grandes tendances 

notamment pour la P0, qui suit une première phase d’augmentation puis une phase de diminution. 

 

Tableau 21 : Facteurs de cinétique appliqués afin d'homogénéiser les tendances des différentes 
maturations 

Traitements Maturation 3 Maturation 4 

M+F-O+ 1,7 2,3 
M-F+O+ 2,3 2,8 
M+F+O+ 1 1,7 
M+F-O- 1,7 2,3 
M-F+O- 2,3 2,8 
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Figure 31 : Superposition des données des maturations 2,3 et 4 après ajustement temporel faisant coïncider les 
courbes d’évolution du pH(A), de la P0 (B), du PRI (C), de la P30 (D), de la Mn (E), de la Mw (F) et du gel (G). Les 
courbes représentent les courbes de tendance tracées à la main. Les couleurs représentent les maturations et les 
symboles les traitements. Légende symboles : carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix =  (M-F+O+) 
et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). 
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Les grandes tendances d’évolution des propriétés au cours des maturations réalisées dans cette 

étude sont donc : 

- Pour le pH, une phase d’acidification suivie d’une phase d’alcalinisation. La phase 

d’alcalinisation se fait exclusivement en présence d’oxygène et est accélérée en présence 

de microorganismes actifs (Figure 31A). 

- Pour la P0, une augmentation suivie d’une diminution dans toutes les conditions (Figure 

31B) 

- Pour le PRI, une diminution progressive au cours de la maturation accélérée par l’action de 

microorganismes actifs, la présence d’oxygène ainsi que la coagulation acide (Figure 31C). 

- Pour la P30, une diminution dans un deuxième temps accélérée par la présence d’oxygène, 

de microorganismes actifs ainsi que par la coagulation acide (Figure 31D).  

- Pour la Mn une augmentation marquée suivie d’une diminution (Figure 31E). 

- Pour la Mw une légère augmentation suivie d’une diminution au cours du temps de 

maturation (Figure 31F). 

- Pour le taux de gel, une augmentation suivie d’une stabilisation au cours du temps de 

maturation (Figure 31G). 
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 Corrélations et conclusions B.

Une analyse multivariée des corrélations entre les différentes propriétés a été réalisée. Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 22 et la Figure 32. Les résultats de cette analyse de corrélations 

montrent que : 

- L’évolution du pH est globalement corrélée négativement au PRI (-0,69) et à la P30 (-0,68) 

(Tableau 22). En effet, les résultats de cette étude montrent que plus le pH s’élève, plus le 

PRI et la P30 diminuent dans la phase d’alcalinisation pour les trois maturations. Toutefois 

cette corrélation n’est pas vérifiée dans la phase d’acidification lors de la maturation 2 et 

les traitements en anaérobiose des maturations 3 et 4, où le PRI diminue également à pH 

acide (Figure 32A). Pour les maturations 3 et 4, la diminution du PRI en anaérobiose et pH 

acide est surtout liée à une augmentation de la P0 avec une P30 stable ou qui augmente 

également. La diminution du PRI à pH acide lors de la maturation 2 est liée au contraire à 

une diminution de la P0 et de la P30. Le PRI diminue tout du long de la maturation mais sa 

diminution est accélérée quand le pH remonte. Il se peut que des phénomènes 

biochimiques amenant à la remontée du pH aient lieu dès les premiers jours de maturation 

mais que ceux-ci soient annulés par une acidification plus importante. Il se pourrait 

également que plusieurs mécanismes amènent à la chute de la P30 et du PRI, certains ayant 

lieu à pH acide et d’autres lors de la phase d’alcalinisation.   

 

- Le PRI est corrélé positivement à la Mw (0,78) (Tableau 22). Cette corrélation négative est 

également vérifiée pour la P30. La régression linéaire entre la P30 et la Mw est pourtant 

faible (R2 = 0,15) sur l’ensemble des données (Figure 32C). Le PRI n’est pas corrélé à la Mn 

(0,05) mais cette corrélation n’est probablement pas significative car la disparition des 

petites chaînes dans la phase solubilisée biaise les résultats de Mn. La diminution du PRI et 

de la P30 serait donc liées en partie aux mécanismes de scission et de diminution de la 

masse des chaînes dans la phase solubilisée du caoutchouc. 

 

- La P0 est corrélée positivement au taux de gel (0,76) et ce dernier corrélé négativement à 

l’indice de polydispersité (-0,65) (Tableau 22). La corrélation entre la P0 et le taux de gel est 

bonne avec un R2 de 0,61 (Figure 32D). L’augmentation de la valeur de la P0 s’accompagne 

donc d’une augmentation du taux de gel et d’une disparition des petites chaînes dans la 

phase solubilisée.  

 

- La P0 ne semble pas corrélée au pH (Tableau 22). En effet, pour la maturation 3 la remontée 

du pH s’accompagne d’une stabilisation puis d’une chute de la P0 alors que pour la 

maturation 2 la P0 a déjà diminué avant que le pH ne remonte.   

Ces résultats sont cohérents avec les données de la bibliographie (bibliographie) et les travaux 

d’Intapun (2010). Toutefois Intapun avait noté une corrélation négative entre le pH et la P0 avec une 

diminution de la P0 en même temps que la remontée du pH, ce que nous n’avons pas observé. 
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Tableau 22: Coefficients de corrélations par la méthode du maximum de vraisemblance restreint  
entre les propriétés et le pH mesurés pour les maturations 2, 3 et 4. Les cases en vert représentent les 
variables fortement corrélées positivement (indice supérieur à 0,5 en valeur absolue) et négativement 
en orange. 

 pH  Po P30 PRI  Gel  Mw Mn Ip 

pH 1,00 0,04 -0,68 -0,69 0,26 -0,56 0,16 -0,66 

Po 0,04 1,00 0,18 -0,33 0,76 -0,14 0,40 -0,47 

P30 -0,68 0,18 1,00 0,86 0,05 0,72 0,31 0,45 

PRI -0,69 -0,33 0,86 1,00 -0,35 0,78 0,05 0,72 

Gel 0,26 0,76 0,05 -0,35 1,00 -0,35 0,38 -0,65 

Mw -0,56 -0,14 0,72 0,78 -0,35 1,00 0,39 0,64 

Mn 0,16 0,40 0,31 0,05 0,38 0,39 1,00 -0,45 

Ip -0,66 -0,47 0,45 0,72 -0,65 0,64 -0,45 1,00 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 32: Corrélations entre le PRI et le pH (A), la P30 et le pH (B), la P30 et la Mw (C) et la P0 et le gel (D) 
pour les maturations 2, 3 et 4. Les symboles correspondent aux traitements. Légende symboles: carrés 
vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les 
droites noires correspondent aux régressions linéaires faites sur l’ensemble des points et les droites de 
couleurs les régressions faites sur les points de couleurs identiques. 
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Les résultats obtenus lors de cette étude sur les propriétés du caoutchouc sec, sa mésostructure et 

le pH du coagulum montrent qu’au cours de la maturation des modifications de la mésostructure 

sont significatives et ont un impact sur les propriétés du caoutchouc. Ces modifications suivent des 

dynamiques plus ou moins rapides qui semblent s’articuler autour de deux mécanismes principaux: 

l’augmentation de la P0 par la formation de gel et la diminution de la P30 et du PRI. 

Dans un premier temps, la valeur de la P0 augmente. Cette première phase se passe à pH acide et 

l’augmentation de la P0 est particulièrement marquée entre 0 et 2 jours de maturation. Cette 

augmentation de la P0 est liée à la disparition des petites chaînes de polyisoprène (Mn qui 

augmente et Mw stable) dans la phase solubilisée du caoutchouc et à l’augmentation du taux de gel 

lors des maturations 3 et 4. Cette augmentation de la P0 est dépendante de la présence de 

microorganismes avec une P0 plus faible dans les traitements à teneur réduite en microorganismes. 

De plus les précédents travaux d’Intapun (2010) ont montré l’implication des quantités de 

microorganismes sur le taux de gel. La coagulation acide permet d’obtenir une P0 plus élevée qu’en 

coagulation naturelle avec un taux de gel plus élevé et une disparition plus rapide des petites 

chaînes de polyisoprène dans la phase solubilisée. Cette phase d’augmentation de la P0 et du gel a 

duré longtemps pour les traitements par coagulation naturelle des maturations 3 et 4, jusqu’à 10 

jours de maturation. Au contraire, pour le traitement par coagulation acide (M+F+O+) de la 

maturation 3, l’augmentation du taux de gel a été stoppée après 2 jours de maturation ce qui a 

entrainé un arrêt de l’augmentation de la P0. Lors de la maturation 2, la P0 a également cessé 

d’augmenter à partir de 2 jours.  

Dans un deuxième temps, la P0 se stabilise puis diminue. Cette phase semble caractérisée dans 

certains cas par l’arrêt de production de gel. Dès que la P0 se stabilise, la P30 commence à diminuer 

lors de la maturation 3. Ce mécanismes est liée à la diminution de la Mw et de la Mn et donc 

probablement à des phénomènes de scission des grandes chaînes. L’arrêt de production de gel 

pourrait donc entrainer une sensibilité plus forte du caoutchouc aux phénomènes de scission. Il se 

pourrait que le gel ait un effet protecteur sur le caoutchouc ou bien que les communautés 

microbiennes liées à cette phase de production de gel aient un effet protecteur.  

La diminution du PRI au cours des maturations reflète donc un équilibre entre évolution de la P0 et 

évolution de la P30. Le PRI peut donc diminuer par augmentation de la P0 ou par une diminution de 

la P30. Lors des maturations 3 et 4, la diminution du PRI est associée à la remontée de la P0 pour les 

traitements par coagulation naturelle alors que pour la maturation 2 et les traitements par 

coagulation acide (M+F+O+) des maturations 3 et 4, le PRI chute associé à une diminution de la P30.  

L’évolution du pH se fait également en deux temps. Après une phase d’acidification, a lieu après 5 

jours de maturation une phase d’alcalinisation avec des remontées de pH plus ou moins rapides. La 

dynamique de chute de la P30 semble être liée à la dynamique de remontée de pH : plus le pH 

augmente rapidement et plus la P30 diminue fortement. Toutefois dans certains cas la P30 peut 

également diminuer à pH acide comme lors de la maturation 2 entre 2 et 5 jours. Il se pourrait 

qu’un autre mécanisme ait lieu à pH acide lié ou non aux microorganismes et amenant également 

à la chute de la P30 et de la P0. 
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Finalement trois mécanismes semblent mener à la chute de la P0 et/ou de la P30 :  

Le premier mécanisme se passerait à pH acide, entre 2 et 5 jours de maturation. En effet un écart 

se crée sur cette période entre les traitements en aérobiose (M+F-O+) et les traitements en 

anaérobiose (M+F-O-) pour toutes les maturations avec des P30 et des P0 plus faibles en aérobiose. 

Ce mécanisme affecte la P0 mais pas le PRI. Le caoutchouc n’est donc pas devenu plus sensible à 

l’oxydation mais serait devenu plus mou. Ce mécanisme est dépendant de la présence d’oxygène, 

d’un milieu acide et n’est pas affecté par les dynamiques de maturation. Ce mécanisme ne semble 

pas lié à la diminution de la Mw et donc à des mécanismes de scissions. Il était très actif lors de la 

maturation 2 mais beaucoup moins lors des maturations 3 et 4. Ce mécanisme pourrait être lié à 

l’activation d’enzymes à pH acide et en aérobiose. 

Le deuxième mécanisme entrainerait une chute de la P30 avec une P0 qui se stabilise ou qui diminue 

et se passe autant en aérobiose qu’en anaérobiose. Ce mécanisme ne semble pas lié au pH (pas de 

variation de pH en anaérobiose). Ce mécanisme serait lié à la diminution de la Mw et expliquerait la 

diminution de la P30 pour les traitements en anaérobiose (M+F-O-) des maturations 2 et 3. Ce 

mécanisme apparaissait à un stade avancé (après 10 jours pour la maturation 3). 

Le troisième mécanisme entrainerait une chute de la P30 mais non de la P0 et serait lié à la 

remontée du pH et plus particulièrement à sa vitesse de remontée. De plus ce mécanisme serait lié 

à l’arrêt de la production de gel et à la chute de la MW et donc probablement aux évolutions des 

communautés microbiennes. Il est dépendant de la présence d’oxygène et est amplifié par la 

coagulation acide. Il s’agirait donc microorganismes aérobies strictes. Ce mécanisme expliquerait 

que les traitements avec les plus fortes remontées de pH présentent également les plus fortes 

chute de P30 et PRI. 
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I. Stratégie d’études des communautés microbiennes 

 Stratégie générale A.

L’objectif de l’étude des populations de microorganismes au cours des expériences de maturation 

contrôlée était de pouvoir analyser l’effet de chaque traitement sur l’évolution quantitative et 

qualitative des bactéries et des levures et de comparer cette évolution avec celle des propriétés et de 

la composition biochimique. 

L’identification des microorganismes par des méthodes ne nécessitant pas leur culture, via 

l’extraction d’ADN et le séquençage de marqueurs phylogénétiques, a été rapidement choisie. En 

effet cette stratégie permet de s’affranchir de l’étape de culture qui exclue potentiellement une 

partie importante des microorganismes, non adaptés à la culture sur les milieux choisis 

(microorganismes « incultivables » et microorganismes nécessitant des milieux de cultures 

spécifiques). De plus, les méthodes moléculaires sont plus adaptées à l’analyse de nombreux 

échantillons. Toutefois, la plupart des méthodes sans culture des communautés microbiennes ne 

sont que qualitatives, voire semi-quantitatives. Afin d’obtenir une donnée quantitative, des 

comptages de microorganismes sur boîtes de Pétri (milieu PCA et milieu Sabouraud au 

chloramphénicol) ont ainsi été réalisés en parallèle. De plus, un dosage de l’ADN total extrait nous a 

également permis d’obtenir une estimation de l’évolution de la quantité de microorganismes 

présents.  

Plusieurs techniques ont été testées dont la T-RFLP (Terminal Restriction fragment Length 

Polymorphism), le clonage et séquençage, ainsi que le pyroséquençage 454. La T-RFLP a été 

abandonnée, car même s’il s’agit d’une méthode rapide, elle donne peu de précisions sur l’identité 

des microorganismes, contrairement aux techniques de séquençage. Les techniques de séquençage à 

haut débit (pyroséquençage) permettent à l’heure actuelle une analyse rapide et précise de 

nombreux échantillons en parallèle. Toutefois les coûts de cette technique étant élevés, celle-ci 

s’utilise lorsque qu’un nombre important d’échantillons est disponible. La technique de clonage et 

séquençage reste utile pour compléter les séquençages haut débit en permettant de faire des pré-

analyses régulières sur moins d’échantillons. 

Les marqueurs choisis pour l’identification des microorganismes ont été dans un premier temps 

l’ADN ribosomal 16S pour l’identification des bactéries et l’ITS (Internal Transcribed Spacer) pour 

l’identification des levures. Ces marqueurs ont été utilisés pour la technique de clonage et 

séquençage. Le marqueur ITS a été en effet utilisé dans de nombreuses études des populations 

fongiques par pyroséquençage 454 (Buee, Reich et al. 2009). Toutefois, l’amplification par PCR des 

marqueurs ITS génère des fragments de différentes longueurs, ce qui est connu pour introduire des 

biais lors du pyroséquençage 454 (Kauserud, Kumar et al. 2012). C’est pourquoi un marqueur 18S a 

finalement été choisi pour l’analyse des levures par pyroséquençage 454, ainsi qu’un marqueur 16S 

pour l’analyse des bactéries.  

Parmi les techniques de séquençage haut débit, le pyroséquençage 454 a été choisi plutôt que le 

séquençage Illumina. En effet le pyroséquençage génère des fragments d’ADN plus long (environ 450 

pb contre 150 pb pour l’Illumina en janvier 2013) ce qui permet une meilleure identification des 

microorganismes et permet de s’affranchir d’analyses bioinformatiques lourdes.  
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Les amorces ont été choisies afin d’obtenir une longueur des fragments d’ADN d’environ 500 pb, 

compatibles avec la technique retenue. 

 Pyroséquençage 454 B.

Le pyroséquençage 454 a été réalisé sur un total de 48 échantillons, regroupant 6 échantillons 

prélevés sur plantation et 41 échantillons produits lors des maturations contrôlées en laboratoire. Un 

dernier échantillon a été ajouté : il s’agissait d’un échantillon technique permettant d’évaluer les 

microorganismes cultivables et appelé « échantillon des cultivables ». Ces échantillons sont 

numérotés de 1 à 48. 

 Les échantillons prélevés sur plantation correspondent:  

- Aux inoculums de 2011 (maturation 2, N°46) et de 2012 (maturations 3 et 4, N°47). 

Les extractions d’ADN ont été faites sur des inoculums lavés par centrifugation et congelés.  

- A un échantillon de latex récolté par saignée classique (N°48). L’extraction d’ADN a été 

faite sur le latex frais. 

- A un échantillon permettant l’évaluation de la diversité des microorganismes présents et la 

constitution d’une base de données de séquences des microorganismes retrouvés sur 

plantation. Il s’agit d’un mélange de sérums de coagulums piégés dans les tasses de 

maturation, ainsi que de sérums obtenus par pressage des coagulums ayant subi 2, 3, 4 ou 

6 jours de maturation naturelle. Ces échantillons prélevés à différents temps ont été 

mélangés avant extraction de l’ADN total. Cet échantillon (même extrait, même 

amplification PCR) a été analysé trois fois (N°42, 43 et 44) afin d’obtenir des informations 

techniques sur la répétabilité du pyroséquençage 454 et une meilleure profondeur 

d’analyse.  

 L’échantillon des cultivables est un échantillon représentatif des microorganismes se 

développant sur milieu PCA. Pour cela, après 48 h d’incubation à 37°C, les colonies ont été 

récupérées sur 14 boîtes de Pétri correspondant à 14 échantillons, en déposant 3 mL d’eau 

physiologique stérile dans les boîtes et en grattant l’ensemble des colonies. Les 

échantillons sélectionnés provenaient du traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) à 

2 et 10 jours, du traitement par coagulation acide (M+F+O+) à 2, 5 et 10 jours, du 

traitement en anaérobiose (M+F+O-) à 2 jours, du traitement à teneur réduite en 

microorganismes (M-F+O-) à 2 jours, et du latex propre récolté lors de la maturation 3 et de 

l’inoculum de 2012. 

 Les échantillons de maturations contrôlées (N°1 à 41) correspondent chacun à une 

maturation, un traitement et un temps de maturation différent. Les trois répétitions 

indépendantes pour chaque condition ont été mélangées équimolairement après la PCR 

pour l’analyse par pyroséquençage (Matériels et méthodes § III.D.2). Les résultats ne sont 

donc pas disponibles pour chaque répétition indépendante et correspondent à la diversité 

microbienne moyenne. L’échantillon à 2 jours du traitement à teneur réduite en 

microorganismes (M-F+O+) de la maturation 4 n’a pas été analysé car il contenait très peu 

d’ADN, empêchant une amplification par PCR correcte et représentative.  
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Les résultats du pyroséquençage 454 sont présentés pour deux niveaux taxonomiques : (i) au niveau 

de l’ordre car leur nombre restreint permet d’avoir une vision globale de la diversité et (ii) au niveau 

du genre car il s’agit d’un niveau phylogénétique plus précis permettant de ne pas perdre trop 

d’information. Les espèces majoritaires sont également données dans le texte pour discussion et la 

liste de toutes les espèces identifiées est disponible en annexe 4. Les ordres sont numérotés d’O1 à 

O25 et les genres de G1 à G161 en prenant en compte les familles comprenant des genres non 

identifiés (eg. Enterococcaceae gn.). L’analyse par pyroséquençage est semi-quantitative et permet 

de comparer des échantillons entre eux. Cependant, la comparaison des abondances relatives des 

différents taxons au sein d’un même échantillon est plus aléatoire. En effet, les biais engendrés par le 

degré de ploïdie des microorganismes, le rendement de lyse cellulaire, l’extraction d’ADN, 

l’amplification PCR et le pyroséquençage peuvent favoriser le séquençage de certaines espèces vis-à-

vis d’autres. La méthode de prélèvement peut également influer sur les abondances de chaque 

taxon. En effet pour les inoculums, les communautés microbiennes de surface ont probablement été 

moins récupérées (simple pressage des coagulums), alors que dans les maturations contrôlées la 

méthode de prélèvement des sérums a été standardisée et optimisée afin de récupérer également 

les communautés microbiennes de surface par frottement et lavage des coagulums.  

Les résultats des dynamiques des communautés microbiennes lors des maturations contrôlées sont 

donc présentés par taxon, en abondance relative pondérée normalisée (ARPN, adimensionnelle) 

par rapport à la valeur maximale de l’abondance relative pondérée (ARP en ng/g de latex), ceci afin 

de pouvoir comparer les résultats entre eux (cf. équation 1). L’ARPN est obtenue à partir de l’ARP, 

elle-même calculée en multipliant l’abondance relative d’un taxon dans un échantillon (nombre de 

séquences du taxon sur le nombre total de séquences dans un échantillon) par la quantité d’ADN 

dosé dans ce même échantillon. Cette ARP est une valeur quantitative exprimée en ng d’ADN du 

taxon/g de latex. L’ARP, bien qu’également soumise aux biais engendrés par l’extraction d’ADN, 

permet de mettre particulièrement en évidence les taxons prépondérants. Finalement, pour 

s’affranchir au maximum des biais expérimentaux, l’ARP est ensuite normalisée par rapport à sa 

valeur la plus haute (ARP maximale) pour le taxon considéré dans l’ensemble des échantillons, et 

cette nouvelle valeur est notée ARPN. Dans le cas où les abondances relatives des différents taxons 

se rapprocheraient de la réalité, cette représentation en ARPN permet également de ne pas négliger 

la dynamique des communautés microbiennes qui bien que présentes en faibles proportions, 

pourraient jouer un rôle important dans les modifications biochimiques et sur les propriétés du 

caoutchouc naturel. L’ARP maximale de référence pour chaque taxon servant à la normalisation est 

indiquée dans les résultats pour permettre si nécessaire de retrouver les valeurs absolues des ARP 

pour discussion.  

 

Equation 1 : Calcul de l’Abondance Relative Pondérée Normalisée (ARPN) 

 

𝐀𝐑𝐏𝐍 (𝐭𝐚𝐱𝐨𝐧, é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧)  =
𝐚𝐛𝐨𝐧𝐝𝐚𝐧𝐜𝐞 𝐫𝐞𝐥𝐚𝐭𝐢𝐯𝐞 (𝐭𝐚𝐱𝐨𝐧, é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧) 𝐱 𝐪𝐮𝐚𝐧𝐭𝐢𝐭é 𝐝’𝐀𝐃𝐍 (é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧)

𝐚𝐛𝐨𝐧𝐝𝐚𝐧𝐜𝐞 𝐦𝐚𝐱𝐢𝐦𝐚𝐥𝐞  (𝐭𝐚𝐱𝐨𝐧) 
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Les échantillons hors maturation contrôlée (cultivables, diversité, inoculums et latex) sont présentés 

en abondance relative. Ils n’ont pas été considérés dans le calcul des ARPN des maturations 

contrôlées car ils correspondent soit à des mélanges d’échantillons différents (diversité et 

cultivables), soit à des échantillons présentant une diversité singulière spécifique à la plantation 

(inoculums et latex). Ces échantillons ne sont donc pas comparables avec les échantillons de 

maturations contrôlées.  

 Présentation des résultats C.

Les résultats de l’évolution des microorganismes seront tout d’abord présentés d’un point de vue 

quantitatif, avec les expériences de comptage des microorganismes ainsi que la quantification de 

l’ADN total extrait. Les résultats du pyroséquençage 454 seront ensuite présentés afin d’étudier les 

communautés microbiennes d’un point de vue qualitatif. La présentation des résultats du 

pyroséquençage s’articule en trois temps. Dans un premiers temps, une présentation générale des 

résultats est proposée. Ensuite sont présentés les résultats pour les échantillons hors maturations 

contrôlées présentant une diversité singulière avec les échantillons de plantation, l’échantillon des 

cultivables, les inoculums et le latex. Enfin, dans un troisième temps, les communautés microbiennes 

présentes dans les échantillons de maturations contrôlées seront présentées en ARPN et les 

dynamiques d’évolution des communautés microbiennes discutées. 
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II. Évolution quantitative des communautés microbiennes 

 Quantification par culture et comptage des colonies  A.

Les comptages de microorganismes sur boîte de Pétri ont été réalisés sur milieu PCA (plate count 

agar) pour les microorganismes totaux, et Sabouraud au chloramphénicol pour les levures selon la 

méthode décrite précédemment (Matériels et méthodes § III.A).  

 Microorganismes totaux sur milieu PCA (Plate Count Agar) 1.

La Figure 33 présente les comptages des microorganismes totaux sur milieu PCA dans les échantillons 

de sérum de coagulum au cours du temps pour les maturations 3 et 4, en fonction des différents 

traitements.  

 

Concernant l’inoculum contrôlé de 2012 utilisé pour les maturations 3 et 4 et stocké à -80 °C, deux 

étalements ont été réalisés avant congélation et après 1 mois à -80°C sur le milieu PCA afin d’évaluer 

l’impact de la congélation sur la viabilité des cellules. En moyenne en aérobiose, 106 UFC (unité 

formant colonie) de microorganismes totaux/g de latex sont trouvés dans les deux cas (point rouge à 

0 jour de maturation sur la Figure 33). Les résultats ne montrent aucune différence significative (test 

Figure 33 : Évolution de la concentration en microorganismes totaux sur milieu PCA (UFC/g de latex, 
représentée sur une échelle logarithmique) au cours du temps pour les maturations 3 et 4 et selon les 
traitements de maturation. Pour la maturation 3, les barres d’erreur correspondent à l’écart type 
mesuré sur les comptages par dilution-étalement des trois répétitions indépendantes de maturation. 
Pour la maturation 4, les répétitions indépendantes de sérums ont été mélangées avant étalement. 
Les valeurs sur le graphique correspondent à la moyenne des trois répétitions d’étalement pour une 
même dilution sur ce mélange. L’écart type entre sérums ne peut donc pas être calculé pour les 
traitements de la maturation 4. Le point estompé correspond à un point dont la valeur a été 
probablement sous-évaluée (séchage du coagulum). Les points avant maturation correspondent à 
l’inoculum dilué 100 fois dans le latex. 
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ANOVA) entre les deux étalements à un mois d’intervalle en termes de microorganismes totaux. 

Cependant, une différence significative a été observée entre les deux comptages en anaérobiose à un 

mois d’intervalle. La concentration en microorganismes cultivés en anaérobiose était de 5.106 UFC/g 

de latex pour le premier étalement et de 2.106 UFC/g de latex pour le deuxième étalement. Ces 

résultats montrent que : 

- Une quantité plus importante de microorganismes est comptabilisée par culture en 

anaérobiose plutôt qu’en aérobiose, montrant qu’une population de microorganismes 

strictement anaérobie pourrait se trouver dans l’inoculum.  

- Après congélation à -80°C, la concentration totale en microorganismes cultivables en 

anaérobiose diminue mais non en aérobiose. Ceci pourrait être dû à un endommagement 

des microorganismes anaérobies strictes après stockage à -80°C. En effet il est connu que 

certains microorganismes ne résistent pas bien à la congélation à -80°C, même dans un 

environnement contenant du glycérol comme cryoprotecteur (Fonseca, Marin et al. 2006). 

Il est également possible que les cycles de congélation/décongélation endommagent les 

bactéries anaérobies strictes en soumettant l’inoculum à la présence d’oxygène.  

Pour le traitement avec microorganismes actifs, avec coagulation acide et oxygène (M+F+O+), la 

concentration en microorganismes cultivables a augmenté au cours des 2 premiers jours de 

maturation pour les maturations 3 et 4, atteignant un plateau à 109 UFC/g de latex. Ce plateau a été 

maintenu pendant toute la durée de la maturation 4, mais pour la maturation 3 la concentration a 

diminué à partir de 10 jours de maturation. 

Pour les traitements avec microorganismes actifs, avec coagulation naturelle et avec oxygène (M+F-

O+) ou sans oxygène (M+F-O-), la concentration en microorganismes pendant les 2 premiers jours de 

maturation a augmenté, mais à un niveau plus bas qu’en coagulation acide pour les maturations 3 et 

4. Cette augmentation en début de maturation était plus importante pour la maturation 4 que pour 

la maturation 3 avec une augmentation d’un facteur 10 et d’un facteur 100 respectivement au cours 

des 2 premiers jours. Avant 2 jours de maturation, aucune différence n’a été observée entre les 

traitements en aérobiose et en anaérobiose pour une même maturation. Ceci laisse penser que les 

premières communautés microbiennes actives pourraient être des communautés microbiennes 

anaérobies facultatives. Pour des durées de maturation supérieures à 2 jours, les deux traitements se 

distinguent. En effet, pour le traitement en anaérobiose (M+F-O-), la concentration en 

microorganismes viables a diminué d’un facteur 100 entre le deuxième et le 15ème jour pour 

l’expérience de maturation 3, et d’un facteur 1000 jusqu’au 10ème jour pour la maturation 4. Pour 

cette dernière maturation, une remontée d’un facteur 10 de la concentration en microorganismes a 

été observée entre 10 et 15 jours de maturation, pour atteindre 106 UFC/g de latex. Pour le 

traitement en aérobiose (M+F-O+), après 2 jours de maturation la concentration en microorganismes 

est restée stable pour les maturations 3 et 4, avec respectivement 107 et 108 UFC/g de latex. Au-delà 

de 5 jours, les résultats montrent une augmentation de cette concentration pour atteindre 109 UFC/g 

de latex à 10 jours de maturation, pour ensuite se stabiliser pour la maturation 4. Pour la maturation 

3, au-delà de 10 jours de maturation la concentration diminue d’un facteur 10. 

Les deux traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) (traités à l’azoture 

de sodium) présentent les concentrations en microorganismes à 2 jours de maturation les plus 

faibles, entre 104 et 105 UFC/g de latex. Cette concentration est cependant plus élevée d’un facteur 
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100 ou 1000 à 15 jours de maturation, dénotant une croissance microbienne correspondant à 6 ou 7 

générations, probablement du fait d’une dégradation de l’azoture de sodium. 

 

Ces résultats montrent que : 

- En présence d’oxygène et sans bactéricide, la concentration des microorganismes totaux 

augmente au cours de la maturation. 

- Les concentrations en microorganismes dans cette étude ne dépassent pas une valeur 

plateau de 109 UFC/ g de latex.  

- Le traitement par coagulation acide (M+F+O+) favorise le développement des 

microorganismes totaux pendant les premiers jours de maturation, permettant d’atteindre 

la valeur plateau très rapidement à 2 jours de maturation. 

- Les communautés microbiennes responsables de l’acidification et de la coagulation du 

latex au cours des deux premiers jours de maturation seraient probablement des 

communautés microbiennes anaérobies facultatives ou microaérophiles. Une différence 

significative entre le traitement en aérobiose (M+F-O+) et en anaérobiose (M+F-O-) se 

produit à partir de 2 jours de maturation. Une phase de latence semble être observée pour 

le traitement aérobie (M+F-O+) entre 2 et 5 jours, alors que pour le traitement en 

anaérobiose (M+F-O-) la concentration en microorganismes viables commence à diminuer 

après 2 jours. Un changement de population de microorganismes pourraient se faire entre 

2 et 5 jours de maturation en aérobiose (M+F-O+), probablement en faveur de 

microorganismes aérobies stricts. Cette différence, qui se crée vers 2 jours de maturation 

entre les traitements aérobie (M+F-O+) et anaérobie (M+F-O-) serait à mettre en parallèle 

avec la différence apparaissant à 2 jours de maturation pour les propriétés entre ces deux 

mêmes traitements. Il se peut également qu’en absence d’oxygène les microorganismes 

microaérophiles initialement présents se développent moins bien. 

- Les résultats de l’évolution des microorganismes totaux pour les traitements (M+F+O+) 

pour les maturations 3 et 4 sont semblables alors que des différences sont observées sur 

l’évolution du pH et des propriétés ($ chapitre 2). 

- En coagulation naturelle, les microorganismes se développent beaucoup plus vite au cours 

des deux premiers jours pour la maturation 4 que pour la maturation 3. Il se pourrait que le 

latex de la maturation 4 ait stimulé un développement plus rapide des microorganismes, 

ou qu’une ou des souches particulières à fort taux de croissance apportées par le latex se 

soient développées. 

- L’ajout d’azoture de sodium est efficace pour réduire la concentration en microorganismes 

viables d’un facteur 100 ou 1000 au départ. Toutefois, une fraction semble survivre à ce 

traitement et se développer au cours du temps. Il se peut également que l’azoture de 

sodium se dégrade ou s’évapore au cours de la maturation, permettant aux 

microorganismes ayant survécu de se développer par la suite. Les bactéries résistantes à 

l’azoture pourraient être des bactéries Gram-positives de type entérocoques ou 

streptocoques. En effet l’azoture agit surtout sur les Gram-négatives et les levures 
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(Lichstein 1944). Ce développement lent des microorganismes dans les témoins négatifs 

expliquerait également l’évolution lente des propriétés observée dans le chapitre 2.  

 Levures sur milieu Sabouraud au chloramphénicol 2.

La Figure 34 présente les résultats de l’évolution de la concentration en levures dans les échantillons 

de sérum de coagulum au cours du temps pour les maturations 3 et 4 en fonction des traitements de 

maturation.  

 

Pour l’inoculum de 2012 contrôlé et stocké à -80°C, le comptage des levures a été fait deux fois à un 

mois d’intervalle, comme pour les microorganismes totaux. Lors du premier comptage (maturation 

3), la concentration en levures dans l’inoculum congelé était de 3,4.103 UFC/g de latex, sans 

différence significative entre la culture en aérobiose et en anaérobiose. Les levures représentaient 

0,3% des microorganismes totaux et étaient donc 300 fois moins abondantes que les bactéries. Lors 

de l’inoculation du latex de la maturation 4, la concentration en levures vivantes était inférieure, soit  

4,5.102 UFC/g de latex ; ceci pourrait être expliqué par une panne du congélateur à -80°C, survenue 

au cours du stockage et ayant probablement entraîné un dégel de l’inoculum et la formation de 

cristaux.  

Pour le traitement avec microorganismes, avec coagulation acide et avec oxygène (M+F+O+), la 

concentration en levures a augmenté d’un facteur 1000 à 10000 au cours des 2 premiers jours de 

maturation et atteint entre 2 et 4.107 UFC/g de latex pour les deux maturations. Au-delà de 2 jours, 

Figure 34 : Évolution de la concentration en levures sur milieu Sabouraud au chloramphénicol en 
UFC/g de latex au cours du temps pour les maturations 3 et 4 et selon les différents traitements de 
maturation. Pour la maturation 3, les barres d’erreur correspondent à l’écart type mesuré sur les 
étalements des trois répétions indépendantes de maturation. Pour la maturation 4, les sérums 
correspondant aux répétitions d’une même condition ont été mélangés avant étalement. L’écart type 
entre sérums ne peut donc pas être calculé pour les traitements de la maturation 4. Les valeurs sur le 
graphique correspondent à la moyenne des trois répétitions d’étalement pour une même dilution sur 
ce mélange. Les points à zéro jour de maturation correspondent à l’inoculum dilué 100 fois dans le 
latex. 
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la population de levure a diminué progressivement, plus rapidement pour la maturation 3 (facteur 

1000) que pour la maturation 4 (facteur 10) : après 15 jours de maturation, les concentrations 

étaient respectivement de 3.104 et 1.106 UFC/g de latex. 

Pour les traitements avec microorganismes, avec coagulation naturelle et avec oxygène (M+F-O+) 

ou sans oxygène (M+F-O-), la concentration en levures a augmenté également au cours des 2 

premiers jours de maturation mais moins rapidement qu’en coagulation acide, sans qu’un effet du 

niveau d’aérobiose ne soit observé. Au-delà de 2 jours de maturation, une distinction importante a 

été observée entre le traitement avec oxygène (M+F-O+) et le traitement sans oxygène (M+F-O-). 

Pour le premier, la population de levure s’était encore accrue, atteignant 105 à 107 UFC/g. En 

anaérobiose, au contraire, les levures avaient quasiment disparu en 3 jours de maturation avant de 

se multiplier à nouveau jusqu’à atteindre 104 et 102 UFC/g de latex respectivement pour les 

maturations 3 et 4.  

Pour les deux traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-), les 

concentrations en levures sont restées faibles pendant toute la durée de la maturation, avec moins 

de 103 UFC / g de latex pour les deux maturations. Les quantités de levure avant maturation et à 2 

jours de maturation sont proches. L’ajout d’azoture de sodium ne semble donc pas agir sur la 

viabilité des levures mais semblent inhiber leur développement. 

Ces résultats montrent que:  

- En présence d’oxygène et sans azoture de sodium, la concentration en levure augmente au 

cours du temps de maturation. 

 

- Les concentrations en levures dans cette étude n’ont pas dépassé 107 UFC/g de latex, ce 

qui représente un centième de la concentration maximale totale en microorganismes. Ces 

ordres de grandeurs sont concordants avec la bibliographie. Les levures sont apparues 

comme une communauté de transition, leur population pouvant diminuer fortement après 

avoir atteint le maximum. La présence d’acide formique semble avoir stimulé la croissance 

des levures, ce qui est cohérent avec leur tolérance à des pH acides.  

 

- La comparaison entre aérobiose et anaérobiose, avec microorganismes et en coagulation 

naturelle (M+F-O+) et (M+F-O-), montre que la présence d’oxygène a eu un fort impact sur 

les levures à partir de 2 jours de maturation, tout comme sur les microorganismes totaux. 

Après 2 jours de maturation, la présence d’oxygène a semblé stimuler la croissance des 

levures alors que l’absence d’oxygène a affecté négativement leur présence, jusqu’à les 

rendre incomptables. Les conditions du milieu à 2 jours de maturation pourraient rendre 

l’oxygène indispensable au métabolisme des levures ou un changement de population de 

levures pourrait s’opérer à partir de 2 jours de maturation avec un développement de 

levures strictement aérobies.  

 

- Entre 2 et 5 jours de maturation en aérobiose et sans acide formique, la quantité de 

levures a augmenté alors que celle des microorganismes totaux est restée stable. Ceci 
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suggère que les levures pourraient se développer suite à l’acidification du milieu par une 

première communauté. 
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 Quantification par extraction et dosage de l’ADN total B.

L’ADN a été extrait des sérums de coagulums des maturations 2, 3 et 4 selon la méthode d’extraction 

d’ADN mise au point et décrite dans la partie Matériels et Méthodes (§ III.B.2). La concentration en 

ADN dans les échantillons a ensuite été quantifiée par un dosage à l’aide du marqueur fluorescent 

Picogreen (Matériels et Méthodes § III.B.4). Cette concentration brute a été corrigée de la dilution 

s’opérant lors de l’extraction d’ADN et de celle s’opérant lors de la préparation du sérum afin de 

revenir à un équivalent poids latex. Les résultats sont présentés par la Figure 35. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La concentration en ADN en début de maturation correspondait à celle des inoculums des missions 

de 2011 et 2012 dilués 100 fois dans le latex. La concentration en ADN semblait être plus élevée pour 

l’inoculum de 2011 que pour l’inoculum de 2012, avec une moyenne de 5,0 µg et 3,2 µg/g de latex 

respectivement. Toutefois cette différence n’est pas significative (test de Welch avec variance 

inégale).  

Figure 35 : Évolution de la concentration en ADN dans les échantillons de sérum préparés pour les 
maturations 2, 3 et 4. Les concentrations massiques sont rapportées à la masse de latex initial et 
présentées sur une échelle logarithmique. Les répétitions indépendantes se démarquant des deux 
autres d’un facteur 5 ou plus (valeur aberrante/outlier) sont représentées sur la figure par un point 
estompé. 
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Pour le traitement avec microorganismes, en coagulation acide et avec oxygène (M+F+O+) des 

maturations 3 et 4, la concentration en ADN a augmenté en début de maturation jusqu’à 3 à 5 µg 

d’ADN/g de latex après 2 jours, puis d’un facteur 2 à 3 pour atteindre 10 µg d’ADN/g de latex après 5 

à 10 jours. Par la suite, la concentration en ADN a diminué d’un facteur 2 à 3 jusqu’au dernier jour de 

maturation étudié pour atteindre une valeur de 4 µg d’ADN/g de latex (peu visible sur les figures en 

représentation logarithmique). Les concentrations les plus élevées en ADN ont été obtenues avec ce 

traitement. 

Pour les traitements avec microorganismes, en coagulation naturelle en aérobiose (M+F-O+) et 

anaérobiose (M+F-O-), la concentration en ADN n’a augmenté que d’un facteur 2 au cours des 2 

premiers jours pour la maturation 2, pour atteindre 130 ng d’ADN/g de latex, alors que pour les 

maturations 3 et 4 cette concentration a augmenté d’un facteur 30 à 60 pour atteindre entre 1000 et 

2000 ng d’ADN après 2 jours de maturation. Au-delà de 2 jours de maturation, pour le traitement 

sans oxygène (M+F-O-) la concentration en ADN a atteint une valeur de 500 à 800 ng d’ADN/g de 

latex selon les maturations. En présence d’oxygène (M+F-O+), les échantillons contenaient une 

concentration en ADN beaucoup plus importante, atteignant 10 à 40 µg d’ADN/g de latex selon la 

maturation. 

Très peu d’ADN a été extrait dans les traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et 

(M-F+O-) après 2 jours de maturation, cette concentration augmentant ensuite au cours du temps 

pour atteindre 100 à 1000 ng d’ADN/g de latex au bout de 15 jours. 

Ces résultats montrent que :  

- La concentration maximale en ADN mesurée était de 10 µg d’ADN/g de latex. Dans les 

différents échantillons, elle fluctuait entre 0,1 et 10 µg d’ADN/g de latex. Ces valeurs sont 

du même ordre de grandeur que celles retrouvées dans des échantillons 

environnementaux de type sol (6 à 20 µg d’ADN/g de sol) ou de type fromage (2 µg 

d’ADN/g de fromage) (Chaudhuri, K. et al. 2006; Parayre, Falentin et al. 2007) 

 

- La coagulation acide (M+F+O+) a un impact positif sur la concentration en ADN, avec une 

concentration supérieure à celle obtenue par coagulation naturelle et aux traitements à 

teneur réduite en microorganismes. Lors du traitement (M+F+O+), la concentration en ADN 

augmente plus tôt qu’en coagulation naturelle, ce qui pourrait s’expliquer par une 

activation de la croissance des microorganismes à pH acide ou par un inoculum plus adapté 

à des pH acides. 

 

- Avant 5 jours de maturation, la présence d’oxygène n’a pas d’impact sur la quantité d’ADN 

total, laissant supposer que les communautés microbiennes sont essentiellement 

anaérobies facultatives ou microaérophiles. Un effet est cependant observé à partir de 5 

jours de maturation. Sans oxygène la concentration en ADN reste en effet basse alors 

qu’elle augmente en présence d’oxygène. Ceci concorde avec les résultats de comptage sur 

boîte, qui avaient montré le développement d’une communauté microbienne aérobie 

stricte à partir de 5 jours de maturation. Il est intéressant de noter qu’en anaérobiose 

(M+F-O-) la quantité d’ADN reste stable alors que le nombre de colonies comptées sur 
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boîte PCA diminuent pour le même traitement. Il est possible que la différence entre 

l’évolution de la concentration en ADN et celle de la concentration en microorganismes 

soit due au maintien de l’ADN des microorganismes morts ou non-viables dans le milieu. 

Toutefois nous aurions pu nous attendre à ce que cet ADN soit métabolisé/dégradé 

rapidement une fois libéré dans le sérum. La chute de la concentration en UFC pourrait 

également en partie être un artefact dû au fait que la croissance des microorganismes était 

de plus en plus lente sur milieu PCA en anaérobiose au fur et à mesure de l’avancement de 

la maturation, ce qui a pu entraîner la formation de colonies trop petites pour être 

comptées après 48h d’incubation. 

 

- Les comptages de microorganismes n’ont pas pu être réalisés lors de la maturation 2 mais 

l’évolution de la concentration en ADN montre une augmentation progressive des 

quantités de microorganismes au cours des 10 premiers jours de maturation pour atteindre 

ensuite un plateau.  
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 Comparaison entre les deux méthodes de quantification C.

Nous avons voulu vérifier si les concentrations en ADN et en microorganismes totaux étaient 

corrélées linéairement dans nos expérimentions. La Figure 36 présente les concentrations en ADN 

dans chaque échantillon en fonction de la concentration en microorganismes totaux dénombrée sur 

milieu PCA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La corrélation linéaire réalisée sur l’ensemble des données des maturations 3 et 4 en supprimant les 

valeurs aberrantes donne une relation linéaire entre les valeurs logarithmiques statistiquement 

significative, avec un R2 de 0,63. Ceci indique qu’une relation existe bien entre la concentration en 

ADN extrait en log et la concentration en microorganismes totaux en log déterminée par comptage.  

Cette relation donne une moyenne de 3,22 fg d’ADN par cellule, ce qui est du même ordre de 

grandeur que d’autres valeurs données dans la littérature. Par exemple, pour un échantillon de 

microorganismes de milieu marin, une moyenne de 2,3 fg d’ADN/cellule a été retrouvée (Button et 

Robertson 2001).  

 

 

Figure 36 : Corrélation linéaire entre la concentration en ADN (log ng/g de latex) et la concentration 
en microorganismes totaux (log UFC/g de latex). L’axe des abscisses et l’axe des ordonnées sont en 
échelle logarithmique. Les symboles représentent les traitements. Légende : carrés vides = (M+F-O+) ; 
carrés pleins = (M+F-O-) ; triangles = (M+F+O+) ; croix = (M-F+O+) et (M-F+O-) 

R2 = 0,63 
Log (ADN) = - 8,6 + 0,49 log (UFC) 
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III. Évolution qualitative des communautés microbiennes 

 Présentation générale des résultats de pyroséquençage 454 A.

Sur l’ensemble des échantillons, un total de 474856 séquences a été généré, dont 276641 séquences 

16S soit 58% du total des séquences. Le reste des séquences correspond à des séquences 18S. Un 

total de 99,7% des séquences 16S a été assigné. Bien que le pourcentage de séquences assignées 

diminue lorsque le niveau phylogénétique augmente, 98% des séquences ont pu être assignées au 

niveau du genre.  

Avec les amorces ciblant les séquences 16S, les trois domaines du vivant ont été retrouvés, avec des 

bactéries (Bacteria) mais aussi quelques archées (Archaea) et quelques eucaryotes (Eukaryota). Les 

archées ont été retrouvées dans un seul échantillon, où elles représentaient 9% en abondance 

relative. L’ADN 16S eucaryote correspondait majoritairement à de l’ADN mitochondrial d’H. 

brasiliensis, retrouvé essentiellement dans le latex où il représentait 16,4% du total des séquences. 

Ceci montre qu’une partie des mitochondries des laticifères est expulsée lors de la saignée. Cet ADN 

mitochondrial a été également retrouvé dans les traitements à teneur réduite en microorganismes 

mais en quantité moindre par rapport au latex et n’a pas été retrouvé dans les traitements avec 

microorganismes actifs (M+) ce qui laisse penser que cet ADN mitochondrial serait dégradé par les 

microorganismes.  

Dans le domaine Bacteria, un total de quatre divisions (notés de D1 à D4) et 12 classes (notées de C1 

à C12) a été retrouvé dans les échantillons avec : 

- des Actinobacteria (D1) avec la classe Actinobacteria(C1) 

- des Bacteroidetes (D2) avec les classes Bacteroidia (C2), Cytophagia (C3), Flavobacteria (C4) 

et Sphingobacteria (C5) 

- des Firmicutes (D3) avec les classes Bacilli (C6), Clostridia (C7), Erysipelotrichi (C8) et 

Negativicutes (C9) 

- des Proteobacteria (D4) avec les classes Alphaproteobacteria (C10), Betaproteobacteria 

(C11) et Gammaproteobacteria (C12) 

En continuant dans la classification, un total de 25 ordres (O), 60 familles, 161 genres (G) et 483 

espèces différentes de bactéries ont été identifiés. L’ensemble des genres et des espèces de 

bactéries retrouvés dans les échantillons est listé en annexe 4.  

Le Tableau 23 présente les résultats généraux du pyroséquençage avec l’indice de diversité, 

l’abondance relative des bactéries Gram-négatives et Gram-positives et l’abondance relative des 

bactéries selon leur sensibilité à l’oxygène. 
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Tableau 23 : Résultats du pyroséquençage pour chaque échantillon, avec la concentration en ADN en 
µg/g de latex, l'indice de diversité de Simpson (D), l’abondance relative (%) des bactéries Gram-
négatives, Gram-positives, aérobies strictes, anaérobies facultatives et anaérobies strictes. Les 
bactéries microaérophiles sont regroupées avec les bactéries anaérobies strictes. Légende : tps = 
temps de maturation 

N° Série Traitement 
tps 
(j) 

ADN 
(µg/g) 

D 
Gram 

- 
Gram

+ 
Aérobies 
strictes 

Anaérobies 
facultatives 

Anaérobies 
strictes 

1 

m
at

u
ra

ti
o

n
 2

 (
2

0
1

1
) 

M+F-O+ 

2 0,13 0,62 1,5 98,5 10 89 1,4 

2 5 2,17 0,60 3,2 96,8 60 39 0,9 

3 10 9,52 0,59 1,1 98,9 63 37 0,1 

4 15 11,5 0,47 1,0 99,0 78 22 0,1 

5 20 7,41 0,55 7,2 92,8 83 17 0,0 

6 

M+F-O- 

2 0,20 0,62 1,3 98,7 0,2 98 1,6 

7 5 0,15 0,68 1,5 98,5 1,6 95 3,0 

8 10 1,02 0,65 3,8 96,2 1,0 95 4,4 

9 15 0,71 0,69 6,1 93,9 0,6 92 7,4 

10 20 0,71 0,69 9,0 91,0 0,2 89 11 

11 

m
at

u
ra

ti
o

n
 3

 (
2

0
1

2
) 

M+F-O+ 

2 0,91 0,42 3,7 96,3 2,1 94 3,8 

12 5 1,31 0,53 3,2 96,8 3,1 95 2,2 

13 10 4,39 0,64 5,6 94,4 22 73 5,2 

14 15 6,09 0,79 13,3 86,7 51 42 6,2 

15 
M-F+O+ 

2 0,02 0,82 19,8 80,2 25 70 5,0 

16 15 0,15 0,30 1,9 98,1 5,3 95 0,1 

17 

M+F+O+ 

2 3,89 0,43 2,1 97,9 24 75 0,6 

18 5 10,0 0,68 38,2 61,8 44 55 0,7 

19 10 7,00 0,53 6,9 93,1 24 76 0,5 

20 15 6,75 0,76 20,1 79,9 59 41 0,0 

21 

M+F-O- 

2 1,04 0,37 7,4 92,6 0,3 93 6,4 

22 5 0,56 0,51 10,2 89,8 0,9 89 10 

23 10 0,53 0,59 13,2 86,8 3,3 86 11 

24 15 0,38 0,59 11,5 88,5 0,0 88 12 

25 
M-F+O- 

2 0,01 0,59 14,2 85,8 16 79 5,3 

26 15 0,49 0,23 1,4 98,6 1,4 99 0,0 

27 

m
at

u
ra

ti
o

n
 4

 (
2

0
1

2
) 

M+F-O+ 

2 2,13 0,56 7,9 92,1 17 82 1,2 

28 5 1,56 0,50 3,0 97,0 3,2 94 3,2 

29 10 4,25 0,63 8,5 91,5 11 82 7,2 

30 15 3,72 0,81 20,7 79,3 28 62 10 

31 M-F+O+ 15 0,38 0,58 5,2 94,8 1,1 97 2,0 

32 

M+F+O+ 

2 4,56 0,27 4,0 96,0 0,0 99 0,8 

33 5 4,89 0,22 4,8 95,2 1,4 96 3,1 

34 10 8,19 0,54 9,1 90,9 13 83 3,3 

35 15 6,08 0,70 14,7 85,3 28 69 2,5 

36 

M+F-O- 

2 0,73 0,26 7,9 92,1 0,3 92 8,1 

37 5 0,64 0,41 12,4 87,6 0,0 86 14 

38 10 0,50 0,58 16,4 83,6 0,0 82 18 

39 15 0,51 0,60 15,9 84,1 0,0 84 17 

40 
M-F+O- 

2 0,00 0,83 42,4 57,6 16 52 32 

41 15 1,25 0,35 0,0 100,0 0,0 100 0,0 

42 

au
tr

e
s 

diversité N°1 - 10,2 0,74 66,3 33,7 17 22 61 

43 diversité N°2 - 10,2 0,72 67,7 32,3 13 21 66 

44 diversité N°3 - 10,2 0,76 64,7 35,3 13 25 62 

45 cultivable - - 0,77 36,1 62,2 15 85 0,0 

46 inoculum 2011 - 5,07 0,90 47,8 52,2 65 21 15 

47 inoculum 2012 2 3,21 0,83 44,5 55,5 3,0 49 49 

48 latex 0 8,90 0,72 21,7 78,3 5,1 95 0,0 
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 Analyse de la diversité  1.

La diversité des échantillons peut être évaluée grâce à l’indice de diversité de Simpson (D). Cet indice 

prend en compte la proportion de chaque taxon dans l’échantillon mais également la taille de 

l’échantillon (nombre de séquences par échantillon) et l’homogénéité de cet échantillon (Taxons 

prépondérants ou non). Les échantillons possédant les plus forts indices D sont ceux présentant la 

plus grande diversité. Cet indice est sensible aux populations prédominantes.  

Les résultats sont présentés dans le Tableau 23. L’indice de Simpson varie de 0,27 pour l’échantillon 

le moins diversifié (N°32) à 0,90 pour celui le plus diversifié (N°46). Les échantillons possédant la plus 

grande diversité bactérienne sont les deux inoculums (N° 46 et 47), le latex (N°48), l’échantillon dit 

« de diversité » (répétitions N°42,43 et 44), l’échantillon de microorganismes cultivables (N°45), les 

sérums des maturations 3 et 4 avec les traitements (M+F-O+) et (M+F+O+) à 15 jours de maturation 

(N°14,20,30 et 35), et les traitements à teneur réduite en microorganismes à 2 jours de maturation 

(N°15 et 40).  

Il est intéressant de noter que les échantillons possédant la plus grande diversité correspondaient à 

des échantillons prélevés sur plantation et aux sérums des maturations contrôlées avec 

microorganismes et en fin de maturation aérobie. Toutefois, la diversité pour la maturation 2 en fin 

de maturation aérobie n’a pas atteint un niveau aussi élevé que pour les maturations 3 et 4, avec un 

indice de 0,55 en fin de maturation et de 0,80 respectivement.  

Les deux traitements à teneur réduite en microorganismes possédaient une diversité élevée. Ceci 

pourrait s’expliquer par le fait que les microorganismes initialement présent dans le latex, 

correspondant principalement à l’inoculum, avait été figée par l’ajout d’azoture de sodium et 

qu’aucune espèce prépondérante ne s’était développée. 

D’un point de vue dynamique, l’indice de Simpson pour la maturation 2 est passé de 0,9 à 0,6 au 

cours des 2 premiers jours pour les traitements (M+F-O+) et (M+F-O-) et s’est stabilisé ensuite autour 

de 0,6 jusqu’à 20 jours de maturation. Pour les maturations 3 et 4, l’indice de Simpson est passé de 

0,83 à 0,4 environ pour ces mêmes traitements ainsi que pour le traitement (M+F+O+), puis l’indice a 

augmenté progressivement jusqu’à atteindre 0,8 ou 0,6 respectivement en fin de maturation. 

Une perte importante de diversité a été observée entre les inoculums et les sérums après 2 jours de 

maturation pour les traitements avec microorganismes. Cette perte de diversité s’est accompagnée 

d’une augmentation plus ou moins forte de la quantité d’ADN, donc probablement d’un 

développement sélectif de certains microorganismes qui sont devenus prépondérants. L’indice de 

Simpson à 2 jours de maturation était plus fort pour la maturation 2 que pour les maturations 3 et 4. 

De plus, la concentration en ADN a augmenté plus faiblement au cours des 2 premiers jours lors de 

maturation 2 que lors des maturations 3 et 4. Une explication possible à plus grande la diversité 

observée lors de la maturation 2 pourrait être que les espèces se seraient développées lentement et 

conjointement, alors que dans les maturations 3 et 4 le développement aurait été rapide pour 

certaines espèces. Ceci pourrait être lié à un inoculum non adapté lors de la maturation 2 ou bien au 

glycérol contenu dans l’inoculum de 2012 qui aurait pu stimuler à la croissance rapide de certains 

microorganismes.  
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Ceci appuie l’hypothèse qu’une sélection s’opère une fois l’inoculum ajouté dans le latex, faisant 

diminuer l’indice de diversité dans un premier temps. Cet indice est resté stable par la suite dans la 

maturation 2 alors qu’il a augmenté lors des maturations 3 et 4, montrant l’émergence d’une 

communauté microbienne complexe. La plus forte diversité observée en fin de maturations 3 et 4 

par rapport à la maturation 2 pourrait venir en partie de la nature de l’inoculum utilisé ou de 

l’amélioration de la technique de prélèvement (ajout du sérum présent dans la coupelle sous le 

coagulum pour les maturations 3 et 4). 

 Répartition des bactéries Gram-négatives et Gram-positives 2.

L’abondance relative des bactéries Gram-négatives et Gram-positives dans chaque échantillon est 

décrite dans le Tableau 23. Cette abondance relative varie de 0 à 68 % pour les bactéries Gram-

négatives.  

Dans les échantillons de plantation, l’abondance relative en bactéries Gram-négatives était forte (45 

à 68%), avec comme exception le latex prélevé sur l’arbre (22% de bactéries Gram-négatives). Au 

contraire, dans les échantillons de maturations contrôlées cette proportion était faible en 

comparaison des échantillons de plantation (1 à 21%). Quelques échantillons font exception, 

notamment les traitements à teneur réduite en microorganismes en anaérobiose à 2 jours de la 

maturation 4 (N°40) et l’échantillon du traitement (M+F+O+) de la maturation 3 à 5 jours de 

maturation (N°18), avec respectivement 42 % et 38 %. Toutefois, l’échantillon N°18 fait partie du 

groupe où une des trois répétitions avait une valeur aberrante de concentration en ADN, 

anormalement supérieure par rapport aux deux autres répétitions (Figure 35). Il se pourrait que sa 

forte concentration en ADN soit due à un surdéveloppement de bactéries Gram-négatives dans cet 

échantillon. Pour l’échantillon N°40, les traitements à teneur réduite en microorganismes 

ressemblent d’un point de vue indice de diversité aux échantillons de champs, ce qui pourrait 

expliquer également la forte proportion de bactéries Gram-négatives dans ces échantillons. 

Après 2 jours de maturation, les échantillons de maturations contrôlées possédaient le plus bas taux 

de bactéries Gram-négatives (1 à 8%) selon les traitements et les maturations, puis cette proportion 

a augmenté au cours du temps de maturation. Cette faible proportion de bactéries Gram-négatives 

est d’autant plus marquante que les inoculums contenaient initialement environ 50% de bactéries 

Gram-négatives.  

Il est intéressant de noter que c’est dans les échantillons issus de la maturation 2 que se trouvaient le 

moins de bactéries Gram-négatives après 2 jours de maturation, suivis de ceux de la maturation 3 

puis de la maturation 4. C’était également le cas en fin de maturation, avec 7 à 9% de bactéries 

Gram-négatives à 20 jours pour la maturation 2 et entre 11 et 21% à 15 jours pour les maturations 3 

et 4. Ceci montre que les bactéries Gram-négatives se sont développées moins rapidement lors de la 

maturation 2 que lors des maturations 3 et 4. Ceci semble corrélé à l’augmentation moins rapide de 

la concentration en ADN observée pour la maturation 2 que pour les maturations 3 et 4.  

Ces résultats montrent qu’une fois l’inoculum ajouté dans le latex, les microorganismes se 

développent plus ou moins vite selon les maturations et que ce développement favorise les bactéries 

Gram-positives au détriment des bactéries Gram-négatives. En effet, le latex contient initialement 

22% de bactéries Gram-négatives et ce taux diminue après 2 jours de maturation pour atteindre 1 à 

10% de bactéries Gram-négatives. Cette diminution de l’abondance relative des Gram-négatives 
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pourrait être due en partie à un effet des agents antimicrobiens présents naturellement dans le latex, 

auxquels les bactéries Gram-négatives pourraient être plus sensibles que les bactéries Gram-

positives (Kanokwiroon, Teanpaisan et al. 2008). Les bactéries Gram-positives se développeraient 

également plus rapidement que les Gram-négatives. 

Il faut noter que la différence observée entre échantillons prélevés sur plantation et échantillons 

issus de maturations contrôlées pourrait venir en partie de la méthode de prélèvement des sérums. 

En effet lors des prélèvements sur plantation, les échantillons correspondaient principalement à du 

sérum piégé dans les tasses sous les coagulums et à du sérum contenu à l’intérieur des coagulums, 

alors que dans les maturations contrôlées, les coagulums étant très petits et essorés par passages 

successifs entre des rouleaux dans un sachet plastique hermétique, l’extraction permettait une 

meilleure récupération des communautés microbiennes de surfaces en plus de celles situées à 

l’intérieur des coagulums et du sérum libre. Cette différence de qualité d’extraction a probablement 

eu un impact sur les proportions relatives des différentes espèces microbiennes en fonction de leur 

localisation dans les coagulums entre les deux types d’échantillons. Les bactéries Gram-négatives 

pourraient également mieux se développer sur plantation qu’en condition contrôlées.   

 Répartition des bactéries selon leur sensibilité à l’oxygène 3.

Les résultats du pyroséquençage 454 permettent également d’évaluer pour chaque échantillon la 

proportion de bactéries aérobies strictes, anaérobies facultatives ou anaérobies strictes. Le Tableau 

23 présente les proportions de ces trois groupes de bactéries dans les échantillons. Les bactéries 

microaérophiles ont été comptabilisées dans les bactéries anaérobies strictes.  

Les échantillons prélevés sur plantation possèdent des profils différents entre ces trois groupes. Le 

latex contient 95% de bactéries anaérobies facultatives. Les échantillons de diversité au contraire 

sont composés de 61 à 66% de bactéries anaérobies strictes. Ceci peut s’expliquer par les conditions 

d’anaérobiose régnant très probablement dans sérums piégés sous les coagulums dans les tasses de 

collecte. Les deux inoculums présentent des profils différents, avec une majorité de bactéries 

aérobies strictes (65%) pour l’inoculum de 2011 et un mélange de 48% de bactéries anaérobies 

strictes et de 49% de bactéries anaérobies facultatives pour l’inoculum de 2012. Ces résultats sont 

cohérents avec le fait que l’inoculum de 2011 correspond à du sérum de fond de tasse mais non 

emprisonné par le coagulum, et donc en aérobiose, alors que l’inoculum de 2012 correspond à un 

mélange de sérum de fond de tasse piégé par le coagulum et de sérum extrait des coagulums par 

pressage, et donc issu d’un milieu contenant peu d’oxygène. 

Les échantillons des maturations contrôlées contenaient essentiellement des bactéries anaérobies 

facultatives. Après 2 jours de maturation, la proportion de bactéries anaérobies facultatives variait 

entre 75 et 99% dans les échantillons de maturation (hors traitements à teneur réduite en 

microorganismes à 2 jours N°15,25 et 40). Une sélection semble s’être opérée une fois l’inoculum 

ajouté dans le latex, au profit des bactéries Gram-positives et anaérobies facultatives. Le profil 

microbien après 2 jours de maturation a changé fortement par rapport à l’inoculum pour se 

rapprocher d’un profil microbien de type latex. Ensuite, la proportion en bactéries anaérobies 

facultatives a diminué au profit des bactéries aérobies strictes pour les traitements en aérobiose 

alors qu’en anaérobiose cette proportion est restée stable ou a diminué légèrement au profit des 

bactéries anaérobies strictes (jusqu’à 17% pour le N°39). Il est fort probable que les bactéries 

aérobies strictes se développent à la surface des coagulums. Leur développement pourrait jouer un 
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rôle dans la coloration progressive de la surface observée uniquement en aérobiose probablement 

lié également à la présence d’oxygène (Figure 37). Notons la diminution de la proportion de bactéries 

anaérobies facultatives ne signifie pas que celles-ci ont disparu. En effet, la concentration en ADN 

total augmentant au cours du temps, la population anaérobie facultative a pu continuer de croître, 

mais moins rapidement que celle des bactéries aérobies strictes, qui sont devenues prépondérantes. 

Ce phénomène de développement des bactéries aérobies strictes était beaucoup plus rapide lors de 

l’expérience de maturation 2 que pour la maturation 3 et que pour la maturation 4. Ainsi, en fin de 

maturation pour les traitements en aérobiose et avec microorganismes, la proportion en bactéries 

aérobies strictes a atteint 83% pour la maturation 2 (N°5), de 51 à 59% pour la maturation 3 (N°14 et 

20) et de 28% pour la maturation 4 (N°30 et 35). Ce phénomène semble lié aux dynamiques 

observées au niveau des propriétés dans le chapitre 2 avec des remontées de pH et des chutes de P30 

et PRI plus rapide lors de la maturation 2 en aérobiose.  

L’échantillon N°18 comprenait une proportion anormale de bactéries Gram-négatives (38%) ainsi 

qu’une proportion anormale de bactéries aérobies strictes (44,3%). Ceci est surtout dû à une de ses 

répétitions, qui a donné des résultats aberrants, probablement suite à une contamination par 

l’environnement.  

Il est également intéressant de noter que les traitements en aérobiose des maturations 3 et 4 

contenaient également des bactéries anaérobies strictes en faible proportion. Ces bactéries 

anaérobies strictes se sont développées au cours du temps pour les traitements en coagulation 

naturelle et en aérobiose jusqu’à atteindre 6% pour la maturation 3 (N°14) et 10% pour la maturation 

4 (N°30). Nous pouvons émettre l’hypothèse d’une faible concentration en oxygène dans certaines 

parties des coagulums, même en condition d’aérobiose, qui permettrait le développement de 

bactéries anaérobies strictes, anaérobies facultatives et/ou microaérophiles.  

Figure 37 : Photographie des coagulums frais à 20 jours pour les traitements de la maturation 2 en 
aérobiose (M+F-O+) à gauche et  en anaérobiose (M+F-O-) à droite  
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 Analyse des communautés bactériennes hors maturations contrôlées B.

 Echantillon de diversité  1.

Dans l’échantillon correspondant à un mélange de sérums prélevés sur plantation et illustrant la 

diversité des microorganismes dans des conditions non contrôlées, 18 ordres (sur 25), 81 (sur 161) 

genres et 155 (sur 483) espèces différentes ont été détectés. Parmi ces 155 espèces, 79 sont 

communes avec les échantillons de maturations contrôlés (hors traitements à teneur réduite en 

microorganismes à 2 jours de maturation).  

Le tableau 24 présente les principaux genres et espèces retrouvés dans l’échantillon de diversité. 

Trois répétitions du pyroséquençage ont été réalisées sur cet échantillon afin de voir les différences 

liées à cette étape. D’un point de vue technique, les résultats montrent (résultats non présentés) que 

des genres de bactéries peuvent être observés dans une répétition de pyroséquençage mais non 

dans les deux autres. La limite de détection semble se situer en dessous de 30 séquences sur un total 

de 9876 séquences, soit 0,3% pour le genre concerné. Sur un échantillon de 5000 séquences, cela 

correspond à une limite de détection de 0,6%. En dessous de 0,6%, il est donc possible de ne pas voir 

un genre bactérien alors qu’il peut être présent. Les résultats montrent également que pour un 

même genre, le coefficient de variation (CV) des abondances relatives entre les trois répétitions de 

pyroséquençage peut varier de 4 à 40% (tableau 24). Les valeurs fortes de CV sont cependant 

associées aux séquences les moins abondantes, les plus représentées (Megasphaera, Actinomyces) 

étant identifiées avec un CV de l’ordre de 4%. 

Les Selenomonadales (O22), représentées par le genre Megasphaera, se démarquent fortement par 

rapport aux autres échantillons avec une abondance relative de 50% environ (Tableau 26). Beaucoup 

moins de bactéries lactiques (Lactobacillales) sont présentes que dans les échantillons issus des 

maturations contrôlées, avec une abondance relative de seulement 10 à 13% contre 40 à 90% dans 

les autres échantillons (annexe 6). Certaines espèces n’ont été retrouvées que dans les échantillons 

de diversité, particulièrement dans le genre Lactobacillus (annexe 4). Le genre Actinomyces présente 

également beaucoup d’espèces dans les échantillons de diversité, dont certaines qui n’ont pas été 

retrouvées lors des maturations en conditions contrôlées (annexe 4).  

Les bactéries de type Megasphaera sont des bactéries anaérobies strictes à microaérobies. 

L’abondance est cohérente avec le fait que la principale fraction de sérum récupérée pour 

l’échantillon de diversité était celle de fonds de tasse, piégée par le coagulum, qui correspondait à un 

milieu très peu riche en oxygène. Parmi tous les échantillons analysés, l’échantillon de diversité 

possédait la plus forte proportion de bactéries anaérobies strictes.  
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Tableau 24 : Liste des principaux genres bactériens retrouvés dans les échantillons de diversité sur 
champs ainsi que leurs espèces prépondérantes et l’abondance relative de chaque genre en % dans 
l’échantillon concerné. Moy : moyenne, E : écart type, CV : coefficient de variation. Légende ordre : 
Actinomycetales (O1), Coriobacteriales (O3), Sphingobacteriales (O7), Lactobacillales (O9), 
Clostridiales (O10), Erysipelotrichales (O11), Selenomonadales (O12), Rhodospirillales (O16), 
Burkholderiales (O18). Dans le cas d’espèces indéterminées, l’identification est donnée par rapport à 
une souche type (ex. Actinomyces sp. HKU31) pour permettre une éventuelle assignation ultérieure 

 

Ordres Genres principaux Espèces principales 
Diversité 
N°1 (%) 

Diversité 
N°2 (%) 

Diversité 
N°3 (%) 

Moy E CV 

O1 G4-Actinomyces 

Actinomyces naturae 
Actinomyces lingnae 
Actinomyces meyeri 

Actinomyces sp. HKU31 
Actinomyces sp. 152R-3 

7,96 7,66 8,20 7,9 0,3 3,4 

O1 G5-Corynebacterium 
Corynebacterium 

variabile 
3,13 2,33 2,38 2,6 0,4 17,1 

O1 
G22-

Propionibacterium 
P. acidipropionici 

P. cyclohexanicum 
2,45 1,64 2,36 2,2 0,4 20,7 

O3 G29-Olsenella 
Olsenella sp. F0004 

Olsenella sp. oral taxon 
809 

1,32 2,49 2,77 2,2 0,8 35,2 

O7 
G45-

Sphingobacterium 
Sphingobacterium sp. 

NBRC 15340 
2,11 2,33 1,31 1,9 0,5 28,0 

O9 G60-Enterococcus 
Enterococcus devriesei 

E.hermanniensis 
4,90 3,51 3,95 4,1 0,7 17,2 

O9 G64-Lactobacillus Lactobacillus sp. AB032 3,49 3,45 6,39 4,4 1,7 37,9 

O9 G67-Weissella W. paramesenteroides 1,79 2,40 2,20 2,1 0,3 14,4 

O10 G73-Clostridium Clostridium tyrobutyricum 2,74 2,74 3,25 2,9 0,3 10,0 

O10 G75-Oscillibacter Oscillibacter valericigenes 0,86 1,39 1,22 1,16 
0,2
7 

23,2
5 

O11 G80-Solobacterium Solobacterium moorei 0,84 1,20 1,05 1,03 
0,1
8 

17,4
4 

O12 G86-Megasphaera 
M.cerevisiae 

M. micronuciformis 
49,58 51,54 47,19 49,4 2,2 4,4 

O16 G113-Acetobacter Acetobacter pasteurianus 1,99 1,53 1,90 1,8 0,2 13,6 

O18 G132-Comamonas Comamonas sp. PG4 1,64 1,37 2,44 1,8 0,6 30,5 
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 Flore microbienne du latex 2.

Les communautés microbiennes du latex ont été fortement étudiées dans la bibliographie et il est 

intéressant de comparer ces résultats avec que nous avons obtenus en pyroséquençage.  

Une extraction d’ADN sur un latex récolté par saignée normale a permis d’obtenir 9 µg d’ADN/g de 

latex pour un équivalent de 3.106 UFC/ml de microorganismes totaux cultivables sur milieu PCA. Un 

total de 5 ordres, 18 genres et 52 espèces différentes a été retrouvé. Parmi ces espèces, 15 n’ont été 

trouvées que dans le latex (annexe 4). Sept autres espèces ont été retrouvées dans les maturations 

contrôlées: Enterococcus faecium, E. gilvus, E. hermanniensis, E. italicus, Weissella 

paramesenteroides, Lactococcus lactis. Il s’agit exclusivement de bactéries lactiques.  

Le Tableau 25 présente les principaux genres et espèces retrouvés dans le latex. Les ordres 

prépondérants en abondance relative sont les Lactobacillales (O9; 76,4%), les Enterobacteriales (O21; 

16,5%) et les Sphingomonadales (O17; 4,7 %). Les Lactobacillales se retrouvent en abondance 

relative équivalente dans le latex et dans les échantillons issus de maturations contrôlées. Par contre, 

les Enterobacteriales sont présentes principalement dans le latex par rapport à tous les autres 

échantillons (avec exception de l’échantillon des cultivables). Les entérobactéries ne semblent donc 

pas prédominantes au cours de la maturation. Les espèces majoritaires sont principalement des 

bactéries lactiques de type Lactococcus (47% en proportion), qui sont largement représentées par 

rapport à tous les autres échantillons. On trouve également des entérobactéries de type Citrobacter, 

Enterobacter, Salmonella et Klebsiella. Le genre Novosphingobium (Sphingomonadales) est 

également retrouvé à hauteur de 4%. Toutes ces bactéries sont de type anaérobie-facultatif. Les 

Enterococcus, faisant partie des bactéries lactiques, sont présents à 16% en abondance relative ce qui 

est plus que dans les échantillons de diversité mais moins que dans les échantillons issus de 

maturation contrôlées. Ils sont donc présents relativement en proportion moyenne. La majorité des 

espèces identifiées par le pyroséquençage dans le latex ont également été retrouvées sur les boîtes 

de Pétri (annexe 4) et sont donc cultivables. 

Une proportion importante (16%) d’ADN eucaryote, qui correspondrait à de l’ADN mitochondrial 

d’Hevea brasiliensis, a également été mise en évidence. Ceci pourrait en partie expliquer la non 

adéquation entre les microorganismes totaux comptabilisés sur boîte et la quantité d’ADN extraite 

du latex. 

Ces résultats sont concordants avec la bibliographie, où les bactéries lactiques et les entérobactéries 

ont également retrouvées en abondance dans le latex (bibliographie). Toutefois, la présence 

d’Enterococcus avait été rapportée dans les études de Taysum mais pas en abondance, et peu de 

Bacillus ont été retrouvés par pyroséquençage alors que ce genre est présenté comme abondant 

dans la bibliographie. Il est possible que le protocole mis en œuvre pour le pyroséquençage ait 

favorisé la détection de l’espèce Enterococcus italicus et défavorisé la détection des Bacillus.  
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Tableau 25: Abondances relatives (%) des principaux genres et espèces retrouvés dans le latex.  

Ordre Genres principaux Espèces principales % dans le latex 

O9 G60-Enterococcus Enterococcus italicus 16 

O9 G69-Lactococcus Lactococcus lactis subsp. lactis 47 

O17 G117-Novosphingobium Novosphingobium sp. ASRW6-1 3,8 

O21 G142-Citrobacter 

Citrobacter farmeri 
Citrobacter amalonaticus 

Citrobacter braakii 
Citrobacter koseri 

Citrobacter freundii 

5,1 

O21 G144-Enterobacter 

Enterobacter cloacae complex 
Enterobacter sp. PYPB03 
Enterobacter hormaechei 

Enterobacter ludwigii 
Enterobacter sp. IR-181 

3,8 

O21 G147-Klebsiella 
Klebsiella oxytoca 

Klebsiella pneumoniae 
1,8 

O21 G153-Salmonella 
S. enterica subsp. enterica 

Salmonella sp. 10 
2,2 

- Eukaryota - 16 
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 Comparaison des méthodes avec ou sans culture 3.

La Figure 38 présente les résultats du pyroséquençage en abondance relative des genres retrouvés 

dans l’échantillon de cultivable et l’équivalent en non-cultivable. L’échantillon des cultivables a été 

obtenu en récupérant les colonies sur plusieurs boîtes de Pétri et en les mélangeant. L’échantillon 

équivalent en non cultivable correspond à une moyenne des résultats NGS sur les même échantillons 

mais analysées isolément. L’annexe 4 recense également les espèces ayant été retrouvées par 

culture.  

Ces résultats permettent d’évaluer l’impact de l’étape de culture sur la détection des genres 

bactériens. L’étape de culture ne modifie pas la détection des genres Enterococcus, Lactococcus, 

Kurthia, Vibrio, Pseudomonas, Salmonella, Proteus et Achromobacter.   

Cependant, sur les 96 genres de cette étude (248 espèces), 89 genres (208 espèces) sont retrouvés 

dans la méthode sans culture et 35 par la méthode avec culture. Sur les 89 genres retrouvés sans 

étape de culture, 60 (146 espèces) ne sont pas du tout détectés par culture sur milieu PCA, soit 67%.  

Parmi les genres retrouvés en abondance relative significative (>1%) par méthode sans culture mais 

absent dans la méthode avec culture, on retrouve les genres Selenomonas, Megasphaera, Dialister, 

Anaeroglobulus, Clostridium, Rummelibacillus, Prevotella, Actinomyces, Massilia, Rummelibacillus et 

Erysipelothrix. Les genres Megasphaera, Dialister, Anaeroglobulus et Clostridium sont des bactéries 

anaérobies strictes ou microaérobies. Les échantillons de sérum provenant des traitements en 

aérobiose possèdent donc également des bactéries anaérobies strictes. Toutefois en culture sur 

milieu PCA, les sérums des traitements en aérobiose ont été cultivés en aérobiose, ne permettant 

donc pas de détecter ces genres. Les sérums des traitements en aérobiose devraient donc être 

cultivés sur milieu PCA en aérobiose et en anaérobiose afin d’avoir une vision plus réaliste des 

bactéries présentent dans l’échantillon. Certaines espèces notamment dans le genre Megasphaera 

n’ont jamais réussi à être cultivées. Les Lactobacillus, les Bordetella et les actinomycètes, sont 

retrouvés dans les deux techniques mais sont mieux détectés par la méthode sans culture. En effet 

ces bactéries ont des besoins particuliers pour croître. Elles peuvent donc être présentes dans les 

milieux de culture mais croître très lentement ou pas du tout. Il est intéressant de remarquer que 

seule l’espèce Lactobacillus fermentum est retrouvée sur milieu PCA mais en proportion moindre par 

rapport à la méthode sans culture.  

L’étape de culture quant à elle favorise la détection de certains genres. Un total de 7 genres (40 

espèces) est retrouvé uniquement par la méthode avec culture. Il s’agit essentiellement 

d’entérobactéries. Les entérobactéries de type Acinetobacter, Shigella, Klebsiella, Escherichia, 

Enterobacter et Citrobacter ainsi que les genres Bacillus et Vagococcus sont retrouvés en proportion 

plus importante que dans la méthode sans culture. Les études portées sur le latex et le caoutchouc 

naturel par méthode de culture sur boîte reportent en effet la présence d’entérobactéries en 

abondance ce qui pourrait n’être qu’une vision partielle de la réalité.  

Les comptages sur boîte permettent donc de dénombrer essentiellement les Enterococcus et les 

entérobactéries alors que la méthode sans culture permet de détecter plus d’espèces.   
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Figure 38: Abondances relatives (%) des genres obtenus par méthode culture dépendante ou par méthode culture 
indépendante. 
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 Comparaison des inoculums de 2011 et de 2012 4.

La comparaison des deux inoculums est primordiale pour fournir des éléments de compréhension 

des différences observées au niveau de l’évolution des propriétés et des paramètres physico-

chimiques entre la maturation 2 et les maturations 3 et 4. 

La Figure 39 présente la proportion de chaque ordre et de chaque genre en abondance relative entre 

les deux inoculums. L’inoculum de 2012 contient 13 ordres, 36 genres et 79 espèces contre 17 

ordres, 62 genres, 104 espèces pour l’inoculum de 2011. Seulement un total de 19 genres et de 31 

espèces est partagé entre les deux inoculums, ce qui montre la très grande diversité des 

microorganismes présents dans l’environnement et susceptibles de se développer dans le latex et les 

coagulums.  

L’inoculum de 2012, utilisé pour les maturations 3 et 4, contenait beaucoup plus de bactéries 

lactiques (Lactobacillales, 46 %), de Clostridiales (14 %) et de Selenomonadales (28 %), que l’inoculum 

de 2011 de la maturation 2. Ce dernier en contenait en effet respectivement 18 %, 2,1% et 28 %. 

Parmi les bactéries lactiques, cette distinction concernait les genres Lactococcus et Enterococcus, le 

genre Clostridium pour les Clostridiales et les genres Selenomonas, Dialister et Anaeroglobulus pour 

les Selenomonadales.  

Au contraire, l’inoculum de 2011 était caractérisé par une forte proportion de Rhodospirillales avec le 

genre Acetobacter (27% contre 0%), de Flavobacteriales avec les genres Wautersiella, 

Flavobacterium, Myroides, Chryseobacterium et Empedobacter (14% contre 0%), et 

d’Actinomycetales avec les genres Corynebacterium, Leucobacter, Gordonia, Pseudoclavibacter, et 

Microbacterium (8,8 % contre 1,3 %). 

Les deux inoculums possédaient des abondances relatives similaires en Lactobacillus. La distinction 

se faisait au niveau de l’espèce entre les deux inoculums, avec beaucoup plus de Lactobacillus 

delbrueckii dans l’inoculum de 2011 (maturation 2) et une prépondérance de Lactobacillus 

fermentum dans l’inoculum de 2012 (données non présentées). 

Les Clostridiales et les Selenomonadales sont des bactéries anaérobies strictes, voire 

microaérophiles, et les Lactobacillales des bactéries anaérobies facultatives. Au contraire, les 

Rhodospirillales, les Flavobacteriales et les Actinomycetales sont des bactéries aérobies strictes, ce 

qui explique l’observation faite précédemment (§ III.A.3) concernant la répartition des bactéries 

selon leur sensibilité et besoins en oxygène.  

Ces résultats confirment que les deux inoculums se distinguent nettement : l’inoculum de la 

maturation de 2011 correspondait à un inoculum de microorganismes aérobies prélevées sur de 

vieux coagulums et des sérums à l’air libre, alors que l’inoculum de 2012 correspondait à un 

inoculum de microorganismes anaérobies correspondant à un mélange de sérums de coagulums 

jeunes ayant subi environ 2 jours de maturation en conditions naturelles. 
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Figure 39 : Abondances relatives (%) des genres et ordres bactériens présents dans les inoculums de 2011 et de 2012. 
Légende : Actinomycetales (O1), Coriobacteriales (O3), Bacteroidales (O4), Flavobacteriales (O6), Sphingobacteriales 
(O7), Bacillales (O8), Lactobacillales (O9), Clostridiales (O10), Erysipelotrichales (O11), Selenomonadales (O12), 
Caulobacterales (O13), Rhizobiales (O14), Rhodobacterales (O15), Rhodospirillales (O16), Burkholderiales (O18), 
Enterobacteriales (O21), Pseudomonadales (O22), Vibrionales (023), Xanthomonadales (O24). L’abondance relative est 
calculée par rapport au total sur l’échantillon 
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 Dynamique des communautés bactériennes lors des maturations C.

contrôlées  

 Dynamique générale  1.

Le Tableau 26 présente les résultats du pyroséquençage 454 avec les ARPN (Abondance relative 

pondérée normalisée, pondérée par la quantité d’ADN et normalisée par rapport au maximum de 

chaque taxon dans l’ensemble des échantillons) ainsi que les ARP maximales obtenues pour chaque 

ordre bactérien lors des maturations contrôlées. Pour information, le détail des ARPN et ARP 

maximales obtenues pour chaque genre bactérien est donné en annexe 5. Dans ce chapitre, les 

ordres dont l’ARP maximale de référence est inférieure à 100 ng d’ADN/g de latex ne seront pas 

discutés car considérés comme non-représentatifs. Il s’agit des ordres Bifidobacteriales (O2), 

Coriobacteriales (O3), Cytophagales (O5), Flavobacteriales (O6), Caulobacterales (O13), 

Rhodobacterales (O15), Sphingomonadales (O17), Neisseriales (O19), Rhodocyclales (O20), 

Pseudomonadales (O22), Vibrionales (O23), Xanthomonadales (O24) et Anaeroplasmatales (O25). En 

sélectionnant les 41 échantillons de maturations contrôlées et en excluant les témoins négatifs à 

deux jours de maturation (proches du niveau de diversité des échantillons de plantation), un total de 

20 ordres, 120 genres et 257 espèces est retrouvé.  

Même si le principe d’une comparaison des ARP entre taxons peut être discuté, il est intéressant de 

noter que dans les échantillons de maturations contrôlées, les ARP des Actinomycetales et des 

Lactobacillales sont très supérieures à celles des autres ordres, avec des ARP maximales de 8871 et 

7150 ng d’ADN/g de latex, respectivement. Les Actinomycetales étaient représentés par le genre 

Pseudoclavibacter (8160 ng d’ADN/g de latex) et les Lactobacillales par l’espèce Enterococcus italicus 

(5270 ng d’ADN/g de latex). Ces ordres et ces genres les plus abondants ou les mieux détectés par la 

méthode utilisée permettent d’observer de belles dynamiques (Tableau 26 et annexe 5). Les 

Actinomycetales et les Lactobacillales ont également été rapportés lors des études sur les effluents 

d’usine de caoutchouc (bibliographie) avec comme espèce principale Arthrobacter sp.. Il est 

intéressant de noter que certaines bactéries du genre Arthrobacter ont ensuite été reclassifiées dans 

le genre Pseudoclavibacter (Mages, Frodl et al. 2008). Pour tous les traitements avec 

microorganismes actifs et oxygène (M+F-O+) et (M+F+O+), la même dynamique plus ou moins rapide 

est observée lors des trois maturations avec une diminution de l’abondance relative des 

Lactobacillales au profit des Actinomycetales (annexe 6). Cette dynamique est très marquée pour la 

maturation 2 mais moins pour les maturations 3 et 4. Ceci pourrait être dû à un plus fort 

développement des bactéries lactiques lors de ces maturations ou bien à un développement lent des 

actinomycètes. L’ARPN de ces deux ordres augmente au cours du temps de maturation, mais les 

Actinomycetales augmentent plus rapidement lors de la maturation 2 (Tableau 26). En fin de 

maturation 2 pour le traitement (M+F-O+), d’autres ordres apparaissent avec les Bacillales, les 

Rhizobiales et les Vibrionales. Ces bactéries se développeraient donc plus à pH basique (environ 9 

dans cette condition). Pour les maturations 3 et 4, ces ordres ne sont pas observés en fin de 

maturation aérobie, la valeur du pH n’étant alors par ailleurs que de 7 ou 8.  

Pour les traitements en aérobiose et avec microorganismes des maturations 3 et 4, une diversité plus 

importante est détectée autour des Lactobacillales et des Actinomycetales par rapport à la 

maturation 2, avec entre autres les ordres Bacillales, Selenomonadales, Clostridiales, 

Erysipelotrichales, Bacteroidales, Sphingobacteriales, Enterobacteriales, Pseudomonadales et 
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Burkholderiales. Ceci pourrait expliquer que l’indice de diversité soit plus important à la fin des 

maturations 3 et 4 qu’en fin de maturation 2 (§ III.A.1).  

Pour les traitements avec microorganismes, avec coagulation naturelle mais sans oxygène (M+F-O-) 

des maturations 2,3 et 4, la principale classe représentée est celle des Lactobacillales (70 à 97%). Les 

ordres Actinomycetales, Clostridiales et Selenomonadales, sont également retrouvés, mais en faible 

abondance relative. Leur proportion augmente légèrement au cours du temps de maturation 

(annexe 6). 

Les ordres prépondérants ainsi que les genres et les espèces associés sont décrits dans les parties 

suivantes. 



CHAPITRE 3 : ÉVOLUTION DES COMMUNAUTES MICROBIENNES  

161 

Tableau 26 : Abondances relatives pondérées normalisées (ARPN) de chaque ordre en % dans chaque échantillon, obtenues par pyroséquençage 454. Cette abondance 
relative est calculée en multipliant l’abondance relative de l’ordre au sein d’un échantillon par la quantité d’ADN de l’échantillon (ARP) et en exprimant le résultat en 
pourcentage par rapport à la valeur maximale de cet ordre dans tous les échantillons (hors échantillons de diversité et échantillon des cultivables). 
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 Lactobacillales 2.

Les Lactobacillales sont des bactéries Gram-positives chimio-organotrophes comprenant les bactéries 

lactiques. Elles peuvent être aérobies, anaérobies facultatives ou strictes ou microaérophiles. Les 

Lactobacillales retrouvées lors de maturations contrôlées sont essentiellement des bactéries 

lactiques et cet ordre sera donc appelé également bactéries lactiques. Les bactéries lactiques sont 

très utilisées dans les technologies microbiennes et les fermentations alimentaires de par leurs fortes 

capacités glycolytiques, protéolytiques et lipolytiques et leurs capacités à limiter le développement 

de microorganismes saprophytes (par acidification du milieu). 

Les ARPN des Lactobacillales dans chaque échantillon, extraites du Tableau 26, sont présentées 

graphiquement sur la Figure 40. Les bactéries lactiques (Lactobacillales) sont très abondamment  

détectées dans les échantillons de maturations contrôlées, avec une ARP maximale de 6150 ng 

d’ADN/g de latex atteinte dans les échantillons en coagulation acide après 10 jours de maturation.  

 

Figure 40: Évolution des ARPN (%) des Lactobacillales pour les maturations 2,3 et 4 et pour chaque 
traitement. L’APR maximale de référence (100%) est de 6150 ng d’ADN / g de latex. 
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La Figure 40 montre une augmentation de l’ARPN des bactéries lactiques au cours des 10 premiers 

jours de maturation, suivie d’une diminution pour tous les traitements avec microorganismes et en 

aérobiose. La coagulation acide a un fort impact en accélérant le développement des bactéries 

lactiques au cours des 10 premiers jours. Les traitements par coagulation naturelle et en aérobiose 

(M+F-O+) présentent des évolutions similaires des Lactobacillales. Les traitements en anaérobiose 

(M+F-O-) ont une ARPN en bactéries lactiques inférieure aux autres traitements avec 

microorganismes à cause de la faible quantité d’ADN dans ces échantillons. Ces traitements 

contiennent essentiellement des bactéries lactiques (70 à 96% en abondance relative) (annexe 6). 

Pour les maturations 3 et 4, l’ARPN des Lactobacillales pour le traitement en anaérobiose (M+F-O-) a 

diminué alors qu’elle a augmenté dans la maturation 2 particulièrement après 10 jours de 

maturation. L’évolution globale des Lactobacillales en aérobiose pour les traitements par coagulation 

naturelle (M+F-O+) a donc été similaire entre les trois séries de maturations mais des différences 

sont observables à l’échelle du genre.  

Les Lactobacillales étaient représentées par 10 genres identifiés dans l’ensemble des échantillons. Six 

genres étaient présents de façon significative dans les échantillons de maturations contrôlées : 

Enterococcus (G60), Tetragenococcus (G61), Vagococcus (G62), Lactobacillus (G64), Weissella (G67). 

L’ARPN maximale (100%) des autres genres (Carnobacterium (G58), Aerococcus (G57) et Leuconocost 

(G66)) était retrouvée dans les traitements à teneur réduite en microorganismes contenant très peu 

d’ADN, ce qui signifiait qu’ils étaient peu présents en abondance réelle dans les échantillons. Le 

genre Lactococcus (G69), représenté par l’espèce Lactococcus lactis, était présent dans le latex avec 

la plus forte ARP et représentait 474 ng d’ADN extrait/g de latex. Ce genre a cependant été très peu 

retrouvé lors des maturations contrôlées, à l’exception du traitement en anaérobiose de la 

maturation 2 (annexe 5). Il s’agit de bactéries lactiques homofermentaires produisant de l’acide 

lactique. 

La Figure 41 présente l’ARPN des 6 genres de bactéries lactiques significativement représentés dans 

les traitements de maturation. Les bactéries lactiques présentes étaient essentiellement 

homofermentaires, à l’exception de quelques espèces de Lactobacillus et du genre Weissella.  

Parmi les bactéries lactiques, les genres Enterococcus et Lactobacillus font partie des bactéries 

lactiques les plus abondantes obtenues par cette méthode avec une ARP maximale de 5457 et de 

1829 ng d’ADN/g de latex respectivement. Le maximum d’Enterococcus a été retrouvé dans le 

traitement (M+F+O+) à 10 jours de la maturation 4 alors que la présence des Lactobacillus était 

maximale dans le traitement (M+F-O+) à 10 jours de la maturation 2 (Figure 41). Ces deux genres, qui 

présentaient un nombre important d’espèces identifiées, sont décrits plus précisément par la suite.  

Le genre Vagococcus (G62) était également bien représenté, avec une ARP maximale de 470 ng 

d’ADN/g de latex. Ce genre a été majoritairement retrouvé dans le traitement en coagulation 

naturelle (M+F-O+) de la maturation 2 après 10 jours et dans le traitement en coagulation acide 

(M+F+O+) de la maturation 3 après 15 jours. Ce genre apparait donc à son maximum plus ou moins 

tardivement selon les maturations, avec un maximum atteint plus rapidement pour la maturation 2. 

Le genre Vagococcus, représenté par l’espèce Vagococcus fluvialis, est homofermentaire. 

Le genre Tetragenococcus (G61) était représenté avec une ARP maximale de 21 ng d’ADN/g de latex. 

L’échantillon en contenant le plus était l’échantillon (M+F+O+) de la maturation 4 après 10 jours du 

traitement. Cet échantillon était également celui contenant la concentration maximale du genre 
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Enterococcus vu précédemment, mais également du genre Weissella (G67) avec une ARP maximale 

de 37 ng d’ADN/g de latex. Le genre Tetragenococcus était représenté dans nos échantillons par 

l’espèce Tetragenococcus solitarius. Ce genre est homofermentaire, mésophile, ne se développe pas 

à pH 4,5 mais a un pH optimal de 7-8. Il a été détecté dans les maturations 3 et 4 mais non dans la 

maturation 2. Son abondance pourrait donc être liée à la nature de l’inoculum, où il était cependant 

présent en trop faible quantité pour être détecté.  

Le genre Weissella, représenté par l’espèce W. paramesenteroides, était relativement plus abondant 

dans le traitement (M+F+O+) lors des expériences de maturation 4 que lors des maturations 3 et 2. 

Son abondance relative était maximale après 5 à 10 jours avec une même évolution mais une 

dynamique plus ou moins rapide selon les maturations. Ce genre fermente les sucres, dont le 

saccharose, de manière hétérofermentaire pour produire du CO2, de l’éthanol et de l’acide acétique. 

Ces bactéries ont des besoins nutritionnels complexes et requièrent des acides aminés, des acides 

gras, des vitamines et des peptides pour croître (Bergey 1994). W. paramesenteroides produit 

également de l’acide D-lactique à partir des sucres (Choi, Cheigh et al. 2002). 

Le genre Streptococcus (G70) était exclusivement présent lors de la maturation 2 et représenté par 

l’espèce S. lutetiensis. Ce genre n’a été détecté dans aucun des deux inoculums. Les Streptococcus 

ont atteint une abondance maximale après 10 jours de maturation comme les autres bactéries 

lactiques. Il est intéressant de noter que ce genre s’est développé également plus abondamment 

dans le traitement en anaérobiose (M+F-O-) de la maturation 2 qu’en aérobiose, avec une ARP 

maximale de 47 ng d’ADN/g de latex atteinte après 20 jours de maturation (annexe 5). Comme ce 

traitement contient peu d’ADN et de microorganismes, le genre Streptococcus se trouverait 

cependant en quantité absolue faible dans l’ensemble des échantillons. 

Les profils des bactéries lactiques présents dans les traitements en coagulation naturelle des 

maturations 3 et 4 étaient fortement similaires. La coagulation acide a entraîné un enrichissement 

en bactéries lactiques, avec apparition et augmentation en abondance des genres Enterococcus et 

Weissella dans les deux maturations. La maturation 2 se distingue des maturations 3 et 4 par une 

présence de Streptococcus et une absence de Tetragenococcus, ainsi que par une surabondance de 

Lactobacillus et un appauvrissement en Enterococcus. 
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Figure 41 : Évolution des ARPN des genres prépondérants de Lactobacillales, en % de la valeur maximale 
de chaque genre dans l’ensemble des échantillons de maturations contrôlées,  pour les traitements en 
aérobiose des trois maturations. ARP maximales de référence (ng / g de latex) : Enterococcus (5457), 
Tetragenococcus (21), Vagococcus (470), Lactobacillus (1829), Weissella (37) Lactococcus (474), 
Streptococcus (47). 
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a. Enterococcus 

Les bactéries du genre Enterococcus sont des bactéries Gram-positives, anaérobies facultatives, 

homofermentaires avec production d’acide L-lactique et sont assez résistantes aux pH acides. Elles 

peuvent se développer dans une large plage de pH (4 à 9) et de température (10 à 45°C). Les 

Enterococcus sont en général thermophiles, avec une température optimale de croissance autour de 

37°C. Elles sont donc bien adaptées à la température des maturations (40°C). Ce genre fermente un 

panel important de sucres avec principalement la production d’acide L-lactique, mais ne produit pas 

de gaz. Certaines espèces sont de plus capables de métaboliser le citrate. Les besoins nutritionnels 

de ce genre sont cependant complexes. Ce genre possède une forte activité protéolytique et 

lipolytique et joue un rôle prépondérant dans les modifications de structure du fromage (El-Din, El-

Soda et al. 2002). Ces bactéries peuvent produire également de nombreux bactériocines.  

L’abondance du genre Enterococcus (G60) a augmenté au cours de la maturation pour les 

traitements en aérobiose jusqu’à atteindre un maximum après 10 jours de maturation pour ensuite 

diminuer (Figure 41). Les traitements possédant le plus d’Enterococcus étaient ceux par coagulation 

acide (M+F+O+), avec une APRN deux fois plus forte après 10 jours de maturation que les traitements 

par coagulation naturelle (M+F-O-). Il se pourrait que la coagulation acide stimule la croissance des 

Enterococcus, ou bien que ce genre soit sélectionné car résistant bien à une acidification rapide. Ce 

phénomène était plus marqué pour la maturation 4 que pour la maturation 3. Pour la maturation 2, 

l’abondance relative des Enterococcus pour le traitement (M+F-O+) évoluait peu et était plus basse 

que pour les maturations 3 et 4. Les échantillons des maturations 3 et 4 possédaient donc plus 

d’Enterococcus que la maturation 2, tout comme leur inoculum respectif. L’inoculum de 2012 

contenait en effet deux fois plus d’Enterococcus que celui de 2011. Il est intéressant de noter que 

pour le traitement en anaérobiose (M+F-O-) de la maturation 2, l’abondance relative des 

Enterococcus a suivi la même évolution que les traitements en aérobiose alors que pour les 

maturations 3 et 4, l’abondance relative pour ce même traitement a diminué dès 2 jours de 

maturation.   

Une diversité importante d’espèces d’Enterococcus a été retrouvée dans les échantillons de 

maturation avec un total de 36 espèces (annexe 4). Ces 36 espèces et leurs abondances relatives par 

rapport à la valeur la plus haute de la même espèce dans les différents échantillons sont présentées 

dans le Tableau 27. L’espèce majoritairement détectée dans les analyses NGS est E. italicus, avec une 

ARP maximale de 5270 ng d’ADN/g de latex, suivie de d’E. faecalis.   

E. italicus est décrite comme possédant une croissance optimale à 37°C et stimulée par la présence 

de 5% de CO2. Cette espèce résiste à des pH élevés, avec une croissance possible à pH 9,6 (Fortina, 

Ricci et al. 2004). Elle produit de l’acide lactique mais pas de gaz à partir d’un panel de sucres dont le 

saccharose et le glucose (Fortina, Ricci et al. 2004). E. faecalis présente des profils de fermentation 

différents en fonction de son taux de croissance, avec production essentiellement d’acide lactique à 

taux de croissance élevé, et d’acide acétique, d’acide lactique et d’éthanol à faible taux de 

croissance, avec dégradation de certains acides aminés (Mehmeti, Faergestad et al. 2012).  

Les profils des Enterococcus sont différents entre les traitements. La coagulation acide favorise le 

développement des espèces E. avium, E. canintestini, E. casseliflavus, E. faecalis, E. gallinarum, 

E. hermanniensis, E. italicus et E. sp. GYPB01, mais défavorise le développement d’E. saccharolyticus, 
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E. camelliae et E. cecorum retrouvées en abondance relative supérieure par coagulation naturelle.

  

Il est intéressant de noter que les espèces en abondance relative les plus fortes dans les traitements 

(M+F-O+) de la maturation 2 et (M+F+O+) de la maturation 3 (traitements avec les plus fortes 

évolutions de pH) étaient E. casseliflavus, E. faecalis et E. sp. GYPBO1, communément retrouvées 

dans le fromage et liées à son évolution structurale. Les espèces E casseliflavus et E sp. GYPBO1 ont 

atteint un maximum d’abondance relative après 20 jours de maturation, contrairement aux autres 

espèces dont l’abondance était maximale après 10 jours pour ensuite diminuer.  

b. Lactobacillus 

Les bactéries de type Lactobacillus sont Gram-positives, anaérobies facultatives et thermophiles (35 -

45°C). Elles peuvent être soit de type homofermentaire et produire 85% d’acide lactique à partir du 

glucose, soit hétérofermentaire pour produire au moins 50% d’acide lactique mais également de 

l’acide acétique, de l’éthanol et du CO2. Elles métabolisent le saccharose. Ces organismes contribuent 

à donner du goût à certains aliments fermentés en produisant plusieurs composés volatils (diacétyl 

et dérivés) et même de l'H2S et des amines dans les fromages. 

Le genre Lactobacillus augmente au cours de la maturation pour les traitements en aérobiose jusqu’à 

atteindre une abondance maximale après 10 jours de maturation pour ensuite diminuer.  

L’abondance relative des bactéries lactiques de type Lactobacillus n’est pas impactée par la 

coagulation acide (Figure 41) contrairement aux Enterococcus, comme le montrent les abondances 

relatives des maturations 3 et 4 entre les traitements (M+F-O+) et (M+F+O+). Par contre l’ARPN est 

plus dépendante de la période de maturation que des traitements. La comparaison des trois 

expériences de maturation, montre que plus de Lactobacillus ont été détectés dans la maturation 2 

que dans les maturations 3 et 4. Ceci est également vérifié pour les traitements en anaérobiose. De 

plus les deux inoculums possédaient des proportions similaires de Lactobacillus mais avec une 

prédominance d’espèces différentes. Les espèces initialement présentes dans l’inoculum de 2011 se 

sont donc plus développées que celles de 2012. Ce genre étant connu pour avoir des besoins 

nutritionnels très spécifiques, leur développement pourrait être conditionné par la composition 

initiale du latex.  

Les espèces de Lactobacillus retrouvées dans les échantillons analysés sont très nombreuses, avec un 

total de 43 espèces dont 34 dans les échantillons de maturations contrôlées. Les espèces de 

Lactobacillus sont majoritairement homofermentaires, avec seulement 7 espèces identifiées comme 

étant hétérofermentaire. L’ARPN de chaque espèce dans chaque échantillon et leur type de 

fermentation (homo ou hétérofermentaire) sont donnés dans le Tableau 28. Aucune espèce de 

Lactobacillus n’était largement prépondérante par rapport aux autres contrairement aux 

Enterococcus. Toutefois, 3 espèces de Lactobacillus ont une ARP maximale supérieure aux autres : 

L. fermentum, L. pobuzihii et L. sp. TTp13. Ces espèces seraient donc majoritaires dans nos 

échantillons. Dans un deuxième temps viennent les espèces identifiées comme L. acidipiscis, L. sp. 

123B, et L. sp. TTp14. Des différences sont observées dans la répartition de ces espèces entre les 

traitements et les maturations.  
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Tableau 27 : ARPN (%) des espèces d'Enterococcus obtenues par pyroséquençage 454. La valeur d’ARP (ng d’ADN / g de latex) de référence basée l’ARPN est 
donnée dans la colonne « référence ».  
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La dynamique individuelle des espèces de Lactobacillus était similaire à la dynamique générale du 

genre Lactobacillus, avec une augmentation de l’abondance relative jusqu’à 10 jours de maturation 

puis une diminution sauf pour certaines espèces. Les espèces L. mali et L. delbrueckii (sous espèces 

indicus, lactis et bulgarus) présentent une ARPN maximale au bout de 2 jours de maturation puis 

diminuent au cours du temps. Ces espèces seraient donc plus abondantes lors de la coagulation du 

latex mais disparaîtraient relativement aux autres au-delà de 2 jours de maturation. L. mali est une 

espèce homofermentaire qui produit de l’acide DL-lactique à partir du glucose, possède une activité 

lipolytique et produit de l’ammoniac à partir des acides aminés (Kaneuchi, Seki et al. 1988). L’espèce 

L. delbrueckii est homofermentaire et thermophile.  

L. fermentum a suivi la même évolution que les autres Lactobacillus mais avec une dynamique 

différente selon les maturations et les traitements. Pour le traitement en coagulation naturelle (M+F-

O+), cette espèce a en effet atteint une ARPN de 50% au bout de 15 jours pour la maturation 3 et de 

10 jours pour la maturation 2. La dynamique était donc plus rapide dans la maturation 2, avec 

cependant une ARPN maximale similaire. Le traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) de la 

maturation 4 présentait une ARPN inférieure pour cette espèce comparée aux deux autres 

maturations. La coagulation acide semble avoir favorisé le développement de cette espèce, avec une 

APRN atteinte de 80 à 100% pour ces traitements lors des maturations 3 et 4. Il est intéressant de 

noter que cette espèce est une des seules espèces hétérofermentaires identifiées. Elle produit 

également des acides à partir de nombreux sucres, dont le saccharose.   

La comparaison entre les traitements (M+F-O+) et (M+F+O+) montre que la coagulation acide a 

favorisé le développement de L. fermentum mais défavorisé L. acidipiscis, L. pobuzihii, L. sp. 123B, 

L. sp. MbBipro17 et L. sp. TTp13 et L. sp. TTp14, qui étaient plus abondantes en coagulation naturelle. 

Les espèces L. sp. TTp13, L. sp. TTp14, L. sp. MbBipro17 et L. pobuzihii, en plus d’être favorisées par la 

coagulation naturelle, ont également été retrouvées en abondance relative supérieure dans la 

maturation 2 que dans les maturations 3 et 4. L. pobuzihii et L. sp. 123B étaient par contre aussi 

abondantes dans les trois maturations pour le traitement (M+F-O+), tandis que L. acidipiscis était 

plus relativement représentée lors des maturations 3 et 4 que lors de la maturation 2.  

Certaines espèces de Lactobacillus étaient principalement présentes dans le traitement anaérobie 

(M+F-O-) de la maturation 2 après 10 et 15 jours de maturation. Il s’agit de L. bifermentans, 

L. nantensis, L. nasuensis, L. sp. NBRC 107246 et L. sp. NBRC 107279. Le traitement en anaérobiose 

(M+F-O-) de la maturation 2 contenait une concentration en ADN totale inférieure à celle déterminée 

pour le traitement en aérobiose (M+F-O+), mais cette concentration a augmenté à partir de 10 jours, 

laissant penser qu’une population de microorganismes s’est développée à ce stade. Ceci pourrait 

être relié au développement de L. mali, L. 123B, L. coryniformis, L. curvatus et L. fermentum. 
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Tableau 28 : ARPN (%) des espèces de Lactobacillus obtenues par pyroséquençage 454. La valeur d’ARP (ng d’ADN/ g de latex) de référence sur laquelle est 
basée l’ARPN est donnée dans la colonne « référence ». Aucune Lactobacillus n’est détecté dans l’échantillon de latex et la colonne est remplacée par le type 
fermentaire de chaque espèce, Hétérofermentaire (HE) ou homofermentaire (HO). 
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 Actinomycetales 3.

Les Actinomycetales sont des bactéries Gram-positives, très diverses, ayant un aspect de mycélium. 

Chimio-organotrophes, elles sont anaérobies facultatives ou strictes, mésophiles ou thermophiles. 

Elles sont abondantes dans le sol, où elles jouent un rôle important dans la dégradation de la 

cellulose et de la chitine. Ces bactéries sont capables de dégrader des molécules très complexes. Elles 

ne se développent généralement qu’au-delà d’un pH de 6. Il s’agit de microorganismes de surface, 

notamment dans les fromages où celles-ci se développent une fois la désacidification amorcée par 

les levures. Elles sont connues pour leur production de composés d’intérêt, notamment 

pharmaceutiques (antibiotiques, anticancéreux, immunosuppresseurs) (Mahajan et Balachandran 

2012). 

Les Actinomycetales ont été détectées abondamment dans les échantillons, avec une ARP maximale 

de 8871 ng d’ADN/g de latex atteinte dans l’échantillon à 15 jours de la maturation 2 du traitement 

en aérobiose (M+F-O+). Cette ARP est supérieure à celle des Lactobacillales (6150 ng/g). Dans les 

trois maturations, l’abondance relative (annexe 6) des Lactobacillales a diminué au profit des 

Actinomycetales au cours du temps de maturation, mais avec des dynamiques plus ou moins rapides. 

Le Tableau 26 et la Figure 42 présentent les résultats des ARPN pour cet ordre bactérien.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 42 : Évolution des ARPN (%) des Actinomycetales au cours du temps pour les maturations 2, 3 
et 4 et pour chaque traitement. L’APR maximale de référence est de 8871 ng d’ADN/g de latex. 
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Ces résultats montrent une dynamique différente entre les maturations, avec une augmentation 

beaucoup plus rapide de l’ARPN dans le traitement en aérobiose de la maturation 2 que de la 

maturation 3 ou de la maturation 4. La coagulation acide n’a pas d’impact sur l’ARPN des 

actinomycètes.  

Un total de 16 genres d’Actinomycetales a été retrouvé dans les différents échantillons de 

maturation. Certains avaient une ARPN maximale dans les traitements à teneur réduite en 

microorganismes, comme Propionibacterium (G22) et Candidatus (G10) et sont donc peu significatif 

dans les maturations. Quatre genres ont été retrouvés exclusivement en fin de maturation 2 du 

traitement en aérobiose (M+F-O+). Il s’agit des genres Dietzia (G6), Humibacter (G11), 

Aeromicrobium (G19) et Nocardioides (G20). Ces genres ont une ARP maximale faible (4 à 19 ng 

d’ADN/g de latex), laissant penser qu’ils étaient présents en faible quantité ou bien que la méthode 

utilisée n’a pas permis de bien les détecter. Toutefois, ces genres se sont développés à un stade 

avancé de maturation. Les genres Brevibacterium (G8) et Cellulosimicrobium (G17) ont été retrouvés 

au maximum avec une ARP de 10 ng d’ADN/g de latex dans l’échantillon du traitement (M+F+O+) de 

la maturation 3 après 10 jours de maturation (annexe 5).  

Six genres d’Actinomycetales étaient prépondérants dans les échantillons de maturation. Leur ARPN 

est présentée en annexe 5 sous forme de tableau, et dans la Figure 43 sous forme de diagramme 

pour les traitements en aérobiose. Le genre majoritairement retrouvé est Pseudoclavibacter (G14) 

avec une ARP maximale de 8150 ng d’ADN/g de latex. Viennent ensuite les genres Corynebacterium 

(G5) et Microbacterium (G13) avec une ARP maximale de 496 et 292 ng d’ADN/g de latex 

respectivement, puis les genres Actinobaculum (G3), Leucobacter (G12) et Actinomyces (G4) avec une 

ARP maximale comprise entre 50 et 100 ng d’ADN/g de latex.  

Le genre Pseudoclavibacter était le plus abondant (ou le mieux détecté) parmi les actinomycètes. Les 

quatre espèces détectées sont P. soli, P. sp. KP04, P. sp. MJ28 et P. sp. R32.NA. L’espèce P. sp. KP04 

était la plus représentée avec une ARP maximale de 7922 ng d’ADN/g de latex. Le genre 

Pseudoclavibacter était extrêmement présent dans la maturation 2 et très peu dans les maturations 

3 et 4. La population de ce genre a augmenté jusqu’à atteindre un maximum à 15 jours de 

maturation puis diminué. Les bactéries du genre Pseudoclavibacter sont Gram-positives et aérobies 

strictes. Nous n’avons trouvé que peu de bibliographie sur P. sp. KP04. Par contre, P. soli a été décrite 

comme se développant entre 25 et 42°C (optimum à 30°C) à pH 5-8 (pH optimal de 7). Cette espèce a 

été décrite comme produisant des arylamidases, des estérases et des lipases mais pas de protéases. 

Elle métabolise les acides organiques mais non les sucres. Ce genre bactérien apparait donc dans un 

deuxième temps au cours de la maturation lorsque les sucres ont été transformés en acides 

organiques et lorsque la valeur du pH a déjà remonté. Ces microorganismes étant strictement 

aérobies, il y a de fortes chances pour qu’ils se développent en surface des coagulums. 

Le genre Microbacterium, d’ARP moyenne par rapport au genre Pseudoclavibacter, s’est développé 

en même temps et avec la même dynamique que celui-ci et a atteint son maximum à 15 jours de 

maturation. Ce genre a également été détecté en abondance dans la maturation 2 en aérobiose et 

très peu dans les maturations 3 et 4. Un total de 5 espèces a été mis en évidence dans les 

échantillons, dont une dans les échantillons de maturation contrôlée (Microbacterium sp. J54CAD). 

Les Microbacterium sont des bactéries Gram-positives aérobies strictes avec des besoins 
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nutritionnels complexes. Leur température optimale de croissance est généralement de 30°C (Bergey 

1994). 

Le genre Corynebacterium, tout comme les genres Pseudoclavibacter et Microbacterium, était 

présent en abondance dans les échantillons de la maturation 2 en aérobiose alors qu’il n’a presque 

pas été détecté dans les maturations 3 et 4. La population de Corynebacterium a augmenté dans la 

maturation 2 jusqu’à atteindre un maximum après 20 jours. Elle s’est donc développée dans un 

troisième temps, après le genre Actinomyces, puis les genres Pseudoclavibacter et Microbacterium. 

Les principales espèces se développant lors de la maturation 2 étaient Corynebacterium variabile 

suivie de C. nuruki. Les bactéries du genre Corynebacterium sont bactéries Gram-positives et 

anaérobies facultatives, avec certaines espèces anaérobies strictes. C. variabile est capable 

d’assimiler l’acide lactique et certains acides aminés, et ainsi de participer à la remontée du pH 

observée lors des maturations. L’assimilation du glucose pour cette espèce est faible (Mounier, Rea 

et al. 2007).  

L’ARPN maximale du genre Actinomyces ne se distinguait pas fortement entre les trois maturations 

et les différents traitements. Elle a été atteinte après 5 ou 10 jours de maturation pour ensuite se 

stabiliser ou diminuer. Les représentants du genre se sont développés également dans les 

traitements en anaérobiose (annexe 5) et particulièrement ceux des maturations 3 et 4. Cette 

évolution était similaire à celle des bactéries lactiques. Le maximum a été atteint plus vite en 

coagulation naturelle qu’en coagulation à l’acide pour les maturations 3 et 4 avec un maximum 

atteint après 5 jours de maturation en coagulation naturelle. La coagulation acide retarde donc le 

développement des Actinomyces. Les traitements en coagulation naturelle (M+F-O+) des 

maturations 3 et 4 ont présenté une dynamique d’apparition de ce genre plus rapide que lors du 

traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) de la maturation 2. Le genre Actinomyces semble être 

le premier genre d’actinomycètes à se développer. Un total de 8 espèces d’Actinomyces a été 

référencé dans l’ensemble des échantillons (annexe 4), dont deux sont présentes lors des 

maturations contrôlées : A. naturae et A. sp. 152R-3. Le genre Actinomyces correspond à des 

bactéries Gram-positives anaérobies facultatives mais qui nécessitent du CO2 pour une bonne 

croissance. Ceci explique leur développement dans les traitements en anaérobiose. Ceci pourrait 

également expliquer qu’elles se développent avec la même dynamique que les bactéries lactiques, 

elles-mêmes anaérobies facultatives. A. naturae croit normalement entre 20-43°C (optimum 30-

37°C) à un pH entre 4.5-9.0 (pH optimal de 6.5). Cette espèce dégrade les polysaccharides pour 

donner de l’acide acétique, de l’acide lactique, de l’acide formique et de l’acide succinique mais ne 

produit pas d’acide propionique (Rao, Rash et al. 2012). 

Le genre Leucobacter était présent majoritairement dans le traitement (M+F-O+) de la maturation 2, 

ainsi que dans le traitement (M+F+O+) de la maturation 3. Il s’agissait des traitements présentant les 

plus fortes remontées de pH et chute de P30 (chapitre 2). Ce genre a atteint une ARPN maximale 

après 10 jours de maturation, tout comme les genres Pseudoclavibacter et Microbacterium, pour 

ensuite diminuer. Un total de 7 espèces a été référencé, dont 4 exclusivement détectées sur 

plantation (annexe 4). Dans les échantillons de maturation, les espèces Leucobacter chironomi, 

L. chromiireducens et L. komagatae étaient présentes, mais seule L. chironomi était commune aux 

maturations 2 et 3. L’espèce L. chironomi est décrite comme strictement aérobie avec une croissance 

entre 17 et 37°C (optimum de 30°C) à un pH de 4 à 9,5 (pH optimal de 6-8).  
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Le genre Actinobaculum était majoritairement présent dans les deux traitements en aérobiose et 

parmi les microorganismes de la maturation 4, avec une abondance supérieure dans le traitement 

par coagulation acide (M+F+O+). Ce genre a atteint une ARPN maximale plus rapidement lors du 

traitement par coagulation acide (M+F+O+) que dans le traitement par coagulation naturelle (M+F-

O+), avec un maximum après 10 jours contre 15 jours. L’espèce détectée lors des maturations est 

Actinobaculum sp. P2P_19 P1. Les bactéries de ce genre sont anaérobies facultatives ou anaérobies 

strictes et peuvent bien se développer en aérobiose mais en présence de CO2. Elles produisent 

essentiellement de l’acide acétique ou de l’acide lactique à partir du glucose et possèdent une 

activité arylamidase.  
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Figure 43: Évolution des ARPN  des genres prépondérants d’Actinomycetales, en % de la valeur maximale de chaque 
genre dans l’ensemble des échantillons de maturations contrôlées, pour les traitements en aérobiose. ARP 
maximale en ng d’ADN / g de latex : Actinobaculum (92), Actinomyces (54), Corynebacterium (496), Leucobacter (83), 
Microbacterium (292), Pseudoclavibacter (8160). 
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 Burkholderiales  4.

Les Burkholderiales sont des bactéries Gram-négatives très versatiles sur les plans nutritionnel et 

métabolique. Elles peuvent être chimio-organotrophes ou litho-autotrophes, fermentaires, 

nitrifiantes, dénitrifiantes, méthylotrophes, et même fixatrices d’azote.  

Les Burkholderiales ont été retrouvées en abondance dans le traitement (M+F+O+) de la 

maturation 3, avec une ARP maximale de 3431 ng d’ADN/g de latex atteinte après 5 jours de 

maturation (Tableau 26) pour ensuite diminuer au cours du temps. Cet ordre a cependant été très 

peu retrouvé dans tous les autres traitements et les autres maturations. Un total de 17 genres de 

Burkholderiales a été identifié dans l’ensemble des échantillons, dont certains uniquement sur 

plantation avec les genres Comamonas (G132), Massilia (G137), Variovorax (G134), Cupriavidus 

(G127) et Ralstonia (G129). 

Dans les échantillons de maturation, le genre Bordetella (G123) était présent en abondance, avec 

une ARP maximale de 3300 ng d’ADN/g de latex. Ce genre a été également retrouvé sur plantation et 

par culture sur milieu PCA. Toutefois, les Bordetella ne sont pas bien détecté par culture sur milieu 

PCA (§ III.B.3). Les genres Achromobacter (G121) et Kerstersia (G124) ont également été identifiés, 

avec une ARP maximale entre 100 et 200 ng d’ADN/g de latex. Ces trois genres appartiennent à la 

famille des Alcaligenaceae. 

Une seule espèce du genre Bordetella, a été identifiée (B. sp. 61717). Le genre Bordetella correspond 

à des bactéries aérobies strictes. Elles sont incapables de métaboliser les glucides et leur énergie est 

fournie par les acides aminés. Ce genre requiert du nicotinamide et des composés soufrés organiques 

(par exemple de la cystéine) ainsi que de l’azote organique sous forme d’acides aminés. Ces bactéries 

utilisent l’acide glutamique, la proline, l’alanine, l’acide aspartique et la sérine, avec une production 

d’ammoniac et de CO2 (Bergey, 1994). Elles peuvent donc alcaliniser le milieu de culture. Leur 

température optimale de croissance se situe entre 35 et 37°C. Ce genre a été retrouvé en abondance 

dans le traitement par coagulation acide (M+F+O+) de la maturation 3 à 5 jours. Toutefois cet 

échantillon semble se démarquer par sa forte proportion en Bordetella par rapport aux échantillons à 

10 et 15 jours de maturation du même traitement. L’ARP est en effet passée de 3300 ng d’ADN/g de 

latex à 5 jours, à 330 ng d’ADN après 10 jours pour remonter à 970 ng d’ADN après 15 jours de 

maturation. Il faut noter que trois répétitions de maturation ont été mélangées après extraction 

d’ADN et amplification par PCR, avant de réaliser le pyroséquençage. Une des trois répétitions du 

traitement (M+F+O+) de la maturation 3 à 5 jours s’est démarquée par sa concentration en ADN 5 

fois supérieure à celle des autres, accompagnée d’un comptage des microorganismes totaux sur 

milieu PCA 10 fois plus élevé. Il est donc probable qu’une contamination importante par une souche 

de type B. sp. 61717 ait eu lieu dans l’échantillon correspondant à cette répétition, modifiant ainsi le 

résultat de l’analyse NGS après mélange avec les deux autres répétitions. Cependant, il faut 

également remarquer que la répétition concernée ne s’est pas distinguée vis-à-vis de ses propriétés 

(P0 et PRI). Si l’on exclue cet échantillon, la cinétique d’évolution des Bordetella serait donc plus une 

augmentation au cours du temps de maturation jusqu’à atteindre un maximum à 15 jours. Ces 

communautés microbiennes aérobies strictes sont probablement des communautés microbiennes de 

surface.  

Tout comme Bordetella, le genre Kerstersia a été retrouvé exclusivement dans le traitement 

(M+F+O+) de la maturation 3, avec un maximum atteint après 5 jours. Toutefois, comme pour 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
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Bordetella, il est fort probable que l’ARPN à 5 jours soit plus faibles en réalité et donc que l’ARPN 

augmente régulièrement au cours du temps de maturation jusqu’à 15 jours. Une seule espèce, 

Kerstersia gyiorum, a été identifiée. Cette espèce croit entre 28 et 42°C. Elle peut assimiler un panel 

important d’acides organiques et d’acides aminés mais ne métabolise pas les sucres (Coenye, 

Vancanneyt et al. 2003). 

Le genre Achromobacter (également appelé Alcaligenes) a été retrouvé dans les traitements en 

aérobiose et avec microorganismes (M+F+O+) et (M+F-O+) des maturations 3 et 4 mais pas de la 

maturation 2 (annexe 5). La population de ce genre a augmenté au cours du temps de maturation 

jusqu’à atteindre un maximum à 15 jours. Les Achromobacter étaient présents plus abondamment 

lors de la maturation 3 que lors de la maturation 4, sans effet apparent du mode de coagulation. 

L’espèce majoritaire était A. xylosoxidans, suivie d’A. denitrificans. Ces bactéries sont strictement 

aérobies et donc potentiellement des communautés microbiennes de surface tout comme 

Bordetella. Certaines souches sont dénitrifiantes. Ces bactéries sont non hydrolytiques et chimio-

organotrophes, utilisant les acides organiques et les acides aminés mais pas les sucres. Elles 

alcalinisent le milieu de culture. 

Les maturations 3 et 4, et particulièrement le traitement (M+F+O+) de la maturation 3, ont donc vu 

se développer des communautés microbiennes de surface alcalinisantes. Ces communautés 

microbiennes pourraient ainsi participer à la remontée de pH observée lors des maturations 

aérobies. Cependant, ces communautés microbiennes ont été peu observées dans les échantillons de 

la maturation 2 malgré une remontée de pH très rapide pour le traitement en aérobiose (M+F-O+). Il 

faut noter que pour ce traitement, le genre Pseudoclavibacter (ordre des Actinomycetales) était 

abondamment représenté dans la maturation 2, et beaucoup moins lors des maturations 3 et 4. Il 

pourrait donc y avoir compétition entre les communautés microbiennes alcalinisantes et les 

Pseudoclavibacter se développant également en surface, ce qui pourrait expliquer que les 

Pseudoclavibacter soient moins abondants dans les maturations 3 et 4 que dans la maturation 2. Les 

mécanismes d’élévation du pH en cours de maturation pourraient donc avoir été différents entre la 

maturation 2 et les maturations 3 et 4.  
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 Bacillales 5.

Les Bacillales sont des microorganismes ubiquistes chimio-organotrophes, souvent sporulés, aérobies 

ou anaérobies facultatifs, généralement mésophiles ou thermophiles. 

La Figure 44 présente l’évolution de l’ARPN des Bacillales sous forme de courbes et le Tableau 26 en 

donne les données chiffrées. La population de Bacillales s’est accrue au cours de la maturation et 

était maximale pour le traitement (M+F+O+) de la maturation 3 avec une ARP de 815 ng d’ADN/g de 

latex au bout de 5 jours. Elles ont également été retrouvées en abondance dans le traitement (M+F-

O+) de la maturation 3 et le traitement (M+F+O+) de la maturation 4. Les Bacillales étaient plus 

abondantes dans les échantillons de la maturation 3 que dans ceux de la maturation 4. Pour le 

traitement (M+F+O+) de la maturation 3, les teneurs estimées en Bacillales étaient maximales à 2 et 

5 jours pour ensuite diminuer puis réaugmenter jusqu’à 15 jours de maturation. Une réorganisation 

par succession de genres et d’espèces au sein de cet ordre a probablement dû avoir lieu pour ce 

traitement au cours de la maturation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 44 : Évolution des ARPN (%) des Bacillales au cours du temps pour les maturations 2,3 et 4 et 
pour chaque traitement. L’ARP maximale de référence est de 815 ng d’ADN/g de latex. 
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Les genres prédominants de Bacillales retrouvés étaient Bacillus, Lysinibacillus, Kurthia et 

Rummeliibacillus (annexe 5).  

Le genre Kurthia, représenté par l’espèce K. gibsonii, a été principalement observé dans le traitement 

(M+F+O+) de la maturation 3. L’ARP maximale était de 731 ng d’ADN/g de latex à 2 jours, ce qui 

explique la forte proportion de Bacillales dès les premiers jours pour ce traitement. Ce genre a 

également été retrouvé dans les premiers jours du traitement (M+F-O+) de la maturation 4. Ce genre 

est présent à son maximum après 2 jours de maturation pour ensuite devenir de moins en moins 

abondant au cours du temps. Il s’agit de bactéries Gram-positives, strictement aérobies et ne 

produisant pas d’acides à partir des sucres. L’espèce K. gibsonii est capable de métaboliser les acides 

propionique et lactique, ainsi que l’acide formique et certains acides aminés selon les souches. Elle 

produit de l’H2S. Cette espèce produit des acides à partir du glycérol, mais peu à partir du fructose 

(Bergey 1994) 

Le genre Bacillus était le plus présent dans les échantillons du traitement (M+F+O+) de la maturation 

3 après 15 jours, avec une ARP de 313 ng d’ADN/g de latex. Les Kurthia ont donc disparu pour laisser 

place au genre Bacillus dans ce traitement. Les Bacillus étaient également bien représentés dans le 

traitement (M+F-O+) de la maturation 2 après 20 jours, ainsi que, mais en moindre proportion, dans 

le traitement (M+F+O+) de la maturation 4. Pour chacun des traitements, des espèces différentes de 

Bacillus ont été retrouvées. Pour le traitement (M+F+O+) de la maturation 3, il s’agissait 

essentiellement de B. clausii et B. sp. JU2(2010), alors que pour le traitement (M+F+O+) de la 

maturation 4 ces espèces n’ont pas été détectées : l’espèce retrouvée était alors Bacillus sp. D-39-25-

3. Dans le cas de la maturation 2, l’espèce représentée était Bacillus sp. B2(2007b). Au sein du même 

traitement (M+F+O+) de la maturation 3, l’espèce B. clausii a atteint sa représentativité maximale 

après 15 jours de maturation (217 ng d’ADN/g de latex) alors que Bacillus sp. JU2(2010) a atteint son 

maximum après 5 jours (122 ng d’ADN/g de latex) pour ensuite être de moins en moins abondante. 

Le traitement (M+F+O+) de la maturation 3 a donc présenté une dynamique des Bacillales avec en 

premier les Kurthia, puis Bacillus sp. JU2(2010) puis B. clausii en fin de maturation. Les bactéries du 

genre Bacillus sont capables de s’adapter à une large variété de pH, température et salinité et 

peuvent également sporuler, ce qui en fait des bactéries très résistantes. Les Bacillus sont également 

connues pour produire de nombreuses protéases extracellulaires (Seong, Jo et al. 2004; Bhunia 

2012). Aucune information n’a été trouvée pour l’espèce Bacillus sp. B2(2007b) de la maturation 2. 

Par contre, B. clausii, présente lors de de la maturation 3, est référencée comme une bactérie 

alcalinophile et produisant de nombreuses protéases, dont une connue pour fonctionner à haut pH. 

Cette espèce est ainsi capable d’hydrolyser les protéines et certains sucres. 

Le maximum d’abondance des représentants du genre Rummeliibacillus a été observé dans le 

traitement (M+F-O+) de la maturation 3 (699 ng d’ADN/g de latex) après 15 jours. La population 

correspondante a augmenté dans les traitements (M+F-O+) de la maturation 3, (M+F-O+) et 

(M+F+O+) de la maturation 4, qui correspondaient aux traitements avec peu de Bacillus, et atteint 

son maximum au bout de 15 jours de maturation. Par contre, pour le traitement (M+F+O+) de la 

maturation 3 contenant le plus de Bacillus, le genre Rummeliibacillus atteint son maximum après 5 

jours, en même temps que l’espèce correspondant à Bacillus sp. JU2(2010), pour ensuite diminuer. 

Ce genre est dominé par R. sp. J3Ba-35 et R. sp. J5Ba-57. Ces bactéries sont Gram-positives et 

aérobies strictes. Chimio-organotrophes, elles croissent dans de larges gammes de températures et 

produisent des acides à partir des sucres. Il semble qu’en présence du genre Kurthia à 2 et 5 jours de 
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maturation, le relai soit pris par le genre Bacillus en fin de maturation, mais que si Kurthia n’est pas 

présent c’est le genre Rummeliibacillus qui prend le dessus en fin de maturation.  

Le genre Lysinibacillus a été retrouvé exclusivement dans le traitement (M+F+O+) de la maturation 4, 

avec les espèces L. fusiformis et L. sphaericus. Leur présence a augmenté au cours du temps de 

maturation pour atteindre un maximum après 15 jours (ARP de 54 ng d’ADN/g de latex). Ces 

bactéries sont Gram-positives, anaérobies facultatives et peuvent oxyder les sucres sans production 

d’acide. L. sphaericus ne métabolise pas les polysaccharides et produit des protéases en abondance. 

Dans ce traitement, les Lysinibacillus se sont développées en même temps que les Rummeliibacillus. 

 Erysipelotrichales 3.

Les Erysipelotrichales sont des bactéries chimio-organotrophes anaérobies strictes ou facultatives. 

Leur ARP maximale de 558 ng d’ADN/g de latex a été atteinte dans le traitement (M+F+O+) de la 

maturation 4 au bout de 15 jours. Elles étaient également abondantes dans les échantillons du 

traitement (M+F-O+) de la maturation 4, avec une ARPN de 91% à 15 jours. Ces bactéries étaient 

moins présentes dans la maturation 3, en ne dépassant pas 22% d’ARPN et encore moins dans la 

maturation 2 (Tableau 26).  

Cet ordre est caractérisé par le genre Erysipelothrix et les espèces E. inopinata et E. rhusiopathiae. Il 

s’agit de bactéries Gram-positives et anaérobies facultatives, souvent retrouvées comme pathogènes 

chez les animaux. L’activité fermentaire de ce genre est faible et elles produisent donc peu de gaz. 

Elles produisent des acides organiques à partir du glucose mais peu à partir du saccharose. Leur 

croissance est optimale à 30-37°C et pH 7,2-7,6.  

 Rhizobiales 4.

Les Rhizobiales sont des microorganismes chimio-organotrophes mais certains genres sont aussi 

photosynthétiques. Ces bactéries aérobies ou anaérobies, facultatives ou strictes, sont généralement 

mésophiles. Elles peuvent êtres dénitrifiantes, méthylotrophes, et parfois fixatrices d’azote. Cette 

dernière particularité leur permet de vivre en symbiose avec les racines des plantes. Les Rhizobiales 

ont été identifiées majoritairement dans les échantillons de la maturation 2 où elles ont atteint une 

présence maximale au bout de 20 jours de maturation, avec une ARP de 500 ng d’ADN / g de latex 

(Tableau 26). Elles sont caractérisées par les genres Ochrobactrum, Pseudochrobactrum, 

Aquamicrobium, Mesorhizobium et Rhizobium. Les cinq genres identifiés correspondent à des 

bactéries aérobies strictes et donc très probablement à des communautés microbiennes de surface 

des coagulums de caoutchouc. 

Le genre Ochrobactrum était très représenté en fin de maturation 2 en aérobiose par rapport à tous 

les autres échantillons, et relativement abondant avec une ARP maximale de 437 ng d’ADN/g de 

latex. Ces bactéries ont également été retrouvées en fin de maturation 3 du traitement (M+F-O+), 

mais en faible proportion. Les bactéries de ce genre croissent à une température optimale de 20-

37°C. Elles sont capables de métaboliser une grande variété d’acides aminés, de sucres et d’acides 

organiques (Bergey 1994). Les espèces principalement retrouvées dans nos échantillons étaient 

O. sp. J3, O. gallinifaecis, et O. intermedium.  
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 Enterobacteriales 5.

Les entérobactéries sont un groupe hétérogène sur le plan biochimique, génétique et écologique, et 

certaines sont pathogènes pour l'homme, les animaux, les insectes ou les plantes. Gram-négatives et 

généralement anaérobies facultatives, elles sont capables de fermenter les sucres avec production 

d'acide et souvent de gaz. Elles ont fait l’objet de très nombreuses études en laboratoire, notamment 

parce qu’elles sont à l’origine de la plupart des toxi-infections alimentaires communes. 

Les entérobactéries ont été présentes essentiellement dans les traitements par coagulation acide 

(M+F+O+) des maturations 3 et 4, avec une abondance légèrement supérieure dans la maturation 4. 

Elles ont atteint une ARP maximale de 333 ng d’ADN/g de latex. D’un point de vue dynamique, la 

population d’entérobactéries a augmenté au cours des 5 premiers jours pour le traitement (M+F+O+) 

de la maturation 3 et jusqu’à 10 jours pour le traitement (M+F+O+) de la maturation 4 pour ensuite 

diminuer.  

Un total de 14 genres d’entérobactéries a été retrouvé dans l’ensemble des échantillons, dont 4 dans 

les échantillons de maturations contrôlées. Il s’agit des genres Escherichia, Citrobacter, Proteus, et 

Enterobacter. Ces quatre genres ont suivi la dynamique générale des entérobactéries et ont atteint 

respectivement une ARP maximale de référence de 125, 107, 78 et 38 ng d’ADN/g de latex. Les 

genres Escherichia, Proteus et Enterobacter étaient aussi abondants lors les maturations 3 et 4, alors 

que le genre Citrobacter était plus représenté dans la maturation 4 que la maturation 3.  

Trois espèces d’Escherichia ont été identifiées dans les échantillons de maturation, avec 

majoritairement E. coli. Cette espèce peut métaboliser un nombre important de substrats, comme 

des sucres, des acides organiques, des acides aminés et les acides gras (Campbell, Morgan-Kiss et al. 

2003). Elle peut fermenter les acides organiques en anaérobiose pour donner de l’acide pyruvique, 

de l’acide acétique, de l’acide lactique, de l’acide formique, de l’éthanol, de l’acide succinique ainsi 

que du CO2. 

Concernant le genre Citrobacter, 9 espèces ont été identifiées lors des maturations contrôlées, avec 

essentiellement l’espèce C. koseri. Ce genre est capable d’utiliser le citrate comme seule source de 

carbone. Il ne produit pas de lipases.  

Le genre Proteus regroupe 2 espèces identifiées lors des maturations : P. mirabilis et P. vulgaris. La 

première était plus abondante lors de la maturation 4, alors que P. vulgaris l’était lors de la 

maturation 3. Ces bactéries fermentent des sucres mais non le saccharose, et peuvent désaminer de 

manière oxydative certains acides aminés. P. mirabilis est par ailleurs capable de sécréter des 

enzymes protéolytiques et des lipases fonctionnant en milieu alcalin.  

Le genre Enterobacter, capable de métaboliser les acides citrique et malonique, était représenté par 

2 espèces lors des maturations (annexe 4) avec essentiellement E. hormaechei. Cette dernière 

produit des acides à partir des sucres dont le saccharose, et peut également métaboliser l’acide 

acétique. Elle ne produit pas de lipases (O'Hara, Steigerwalt et al. 1989). 
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 Selenomonadales 6.

Les Selenomonadales appartiennent à la classe des Negativicutes. Les bactéries de cet ordre sont des 

bactéries Gram-négatives. Les Selenomonadales ont été retrouvées dans les trois maturations, avec 

une ARP maximale de 130 ng d’ADN/g de latex dans le traitement (M+F-O+) de la maturation 4  

(Tableau 26). Elles étaient plus abondantes lors les expériences de maturation 3 et 4 que lors de la 

maturation 2. Cette observation était également valable pour les deux inoculums respectifs. Parmi 

les Selenomonadales, 5 genres principaux ont été identifiés : Dialister (G85), Anaeroglobulus (G84), 

Megasphaera (G86), Mitsuokella (G87) et Allisonella (G83). Ces genres ont respectivement une ARP 

maximale de 77, 61, 59, 10 et 2 ng d’ADN/g de latex et font tous partie de la famille des 

Veillonellaceae. Ces bactéries chimio-organotrophes produisent des gaz en abondance et des 

composés volatils (acides gras). Elles possèdent un profil de fermentation des sucres différents selon 

les genres. Les genres Dialister, Anaeroglobus et Megasphaera ont été retrouvés dans les trois 

maturations, mais plus abondamment dans les maturations 3 et 4 que dans la maturation 2. Au 

contraire, les genres Allisonella et Mitsuokella ont été observés uniquement lors de la maturation 2. 

Les profils de présence des Selenomonadales étaient donc différents entre la maturation 2 et les 

maturations 3 et 4.  

Pour le genre Megasphaera, 5 espèces ont été identifiées dans les maturations avec essentiellement 

M. cerevisiae suivie de M. sp. BV3C16-1. Les bactéries du genre Megasphaera sont anaérobies 

strictes à microaérophiles. Ce genre fermente les sucres mais non le galactose et le mannose. Elles 

métabolisent préférentiellement l‘acide lactique par rapport au glucose pour produire de l’acide 

acétique, de l’acide propionique, de l’acide valérique, parfois de l’acide caproïque et des acides gras 

en C4 linéaires et branchés, du CO2 et un peu d’H2. La fermentation du lactate donne de l’acide 

acétique et de l’acide propionique alors que celle du glucose produit de l’acide acétique et butyrique 

(Hino 1994). Ce genre a été majoritairement détecté dans le traitement par coagulation naturelle 

(M+F-O+) de la maturation 3, avec un développement progressif jusqu’à atteindre un maximum 

après 15 jours. Ce genre était moins abondant dans le traitement par coagulation naturelle de la 

maturation 4. Les traitements par coagulation acide (M+F+O+) ont conduit à une évolution différente 

de la représentation des Megasphaera, avec un maximum atteint après 2 ou 5 jours de maturation 

pour ensuite diminuer. Le traitement en anaérobiose (M+F-O-) de la maturation 3 a montré la même 

évolution que le traitement par coagulation acide (M+F+O+) de la même maturation.  

Deux espèces appartenant au genre Dialister ont été retrouvées lors des maturations : 

D. propionicifaciens et celle correspondant à la souche D. sp. oral taxon 119 (annexe 4). Ces bactéries 

sont anaérobies strictes à microaérophiles, ne dégradent pas le saccharose et ne produisent pas de 

gaz. D. propionifaciens produit de l’acide propionique, de l’acide acétique et de l’acide lactique. Elle 

est capable de décarboxyler l’acide succinique pour donner de l’acide propionique (Jumas-Bilak, 

Jean-Pierre et al. 2005). Ce genre était plus abondant lors de la maturation 4 que lors de la 

maturation 3. Lors de la maturation 4, la population de Dialister a augmenté jusqu’à atteindre un 

maximum après 5 jours pour le traitement avec coagulation acide (M+F+O+) et après 10 jours pour le 

traitement avec coagulation naturelle (M+F-O+), pour ensuite diminuer. La coagulation acide semble 

donc avoir eu un impact sur la dynamique de développement du genre Dialister en l’accélérant. Lors 

de la maturation 3 et du traitement par coagulation naturelle (M+F-O+), l’abondance des Dialister a 

augmenté jusqu’à atteindre une ARPN maximale (34%) après 15 jours. Pour le traitement (M+F-O-) 
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de la maturation 4, la dynamique était semblable à celle observée pour le traitement par coagulation 

acide (M+F+O+) de la maturation 4, mais avec un maximum atteint plus faible (59% contre 100%).  

Le genre Anaeroglobus est représenté par l’espèce A. geminatus. Ces bactéries sont anaérobies 

strictes et fermentent très peu les sucres sauf le galactose et le mannose, en acides acétique, 

propionique, isobutyrique, butyrique et isovalérique. Elles ne produisent pas d’acide lactique ni 

d’acide succinique. Elles ne métabolisent pas non plus l’acide lactique et ne produisent pas de gaz, 

contrairement au genre Megasphaera (Carlier, Marchandin et al. 2002). Ce genre était présent 

majoritairement lors de la maturation 4 et dans une moindre mesure de la maturation 3, mais non 

dans la maturation 2. Il a suivi la même dynamique que le genre Dialister pour tous les traitements. Il 

faut noter que ce genre avait été détecté dans l’inoculum de 2012 mais non dans celui de 2011. 

Le genre Allisonella a été détecté uniquement dans les échantillons du traitement en anaérobiose 

(M+F-O-) de la maturation 2, avec l’espèce A. histaminiformans. Celle-ci s’est développée 

progressivement jusqu’à atteindre un maximum au bout de 20 jours de maturation. Cette espèce ne 

métabolise pas les acides organiques ni les sucres mais se développe seulement par décarboxylation 

de l’histidine pour produire de l’histamine. Elle peut dégrader également la lysine en présence 

d’histidine (Garner, Flint et al. 2002). 

Le genre Mitsuokella a suivi le même développement que le genre Allisonella et n’était présent 

également que dans le traitement en anaérobiose (M+F-O-) de la maturation 2, avec les espèces 

M. multacida et M. sp. DJF_RR21. Ces espèces sont anaérobies strictes et fermentent le glucose pour 

produire des acides lactique, acétique et succinique.  

 Clostridiales 7.

Les Clostridiales appartiennent à la classe des Clostridia, qui regroupe des chimio-organotrophes 

ubiquistes, anaérobies strictes, mésophiles ou thermophiles, parfois sulfato-réducteurs. Les 

Clostridiales étaient présentes en abondance dans le traitement en aérobiose (M+F-O+) de la 

maturation 3, ainsi que dans les échantillons des traitements en aérobiose (M+F-O+) et (M+F+O+) de 

la maturation 4. Elles ont également été observées lors du traitement en anaérobiose (M+F-O-) de la 

maturation 2. La population de cet ordre a augmenté progressivement lors de toutes les maturations 

et pour tous les traitements jusqu’à atteindre un maximum en fin de maturation. L’ARP maximale de 

ce genre était de 162 ng d’ADN/g de latex après 15 jours pour le traitement (M+F-O+) de la 

maturation 3. Un total de 7 genres de Clostridiales a été identifié dans l’ensemble des échantillons, 

dont 3 prédominants : Clostridium (G73), Oscillibacter (G75) et Tissierella (G74). Leurs ARP maximales 

respectives étaient de 77, 70 et 33 d’ADN/g de latex. 

Le genre Clostridium est représenté par un total de 22 espèces dont 14 ont été identifiées dans les 

échantillons de maturation (annexe 4), avec essentiellement C. botulinum, C. ljungdahlii, 

C. tyrobutyricum, et les espèces correspondant à C. sp. MSTE9, C. sp. strain S6, C. sp. strain Z6. Il s’agit 

de bactéries Gram-positives et sporulantes. Certaines espèces de Clostridium peuvent être 

saccharolytiques et/ou protéolytiques. Elles produisent généralement des acides organiques et des 

alcools à partir des sucres et des peptones. Elles possèdent des voies métaboliques diverses et jouent 

un rôle important dans la putréfaction des déchets organiques. Leur température optimale de 

croissance se situe entre 10 et 65°C.   
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L’espèce C. botulinum, toxinogène, est fortement protéolytique et glucidolytique, et dégage des gaz. 

C. ljungdahlii croît à une température optimale de 37°C à un pH supérieur à 6. Cette espèce peut 

croitre par utilisation de gaz de type CO2, H2 et CO, mais aussi par utilisation de substrats organiques 

de type sucres ou acides organiques. Le produit final majoritaire de son métabolisme est de l’acide 

acétique (Tanner, Miller et al. 1993).   

C. tyrobutyricum produit de l’acide butyrique, de l’acide acétique et de l’hydrogène à partir de la 

fermentation des sucres. Ces bactéries sont responsables de la formation de gaz et donc de trous 

dans de nombreux fromages.  

Le genre Oscillibacter était représenté par deux espèces dans les échantillons de maturation avec 

O. sp. GH1 et O. valericigenes Sjm18-20. Ces bactéries sont Gram-négatives et non sporulantes. Pour 

O. valericigenes, la température optimale de croissance est de 30°C et le pH de 6 à 6,5. Cette espèce 

dégrade le glucose et produit majoritairement de l’acide valérique (Iino, Mori et al. 2007). Elle ne 

dégrade pas le galactose ni le saccharose. Ce genre a été retrouvé principalement dans le traitement 

(M+F-O+) de la maturation 3 avec un maximum au bout de 15 jours, ainsi que dans les traitements 

(M+F-O+) et (M+F+O+) de la maturation 4.  

Parmi le genre Tissierella, l’espèce T. praeacuta a été majoritairement retrouvée. Cette espèce a 

atteint une représentation maximale au bout de 15 jours de maturation pour le traitement (M+F-O+) 

de la maturation 3 et le traitement (M+F+O+) de la maturation 4. Ces bactéries sont Gram-positives 

et croissent à une température optimale de 37°C. Leur croissance requiert de la créatine. Elles 

produisent de l’acide acétique, butyrique, isovalérique, de l’ammoniac et du CO2 (Bergey 1994).  

Il est intéressant de noter que bien que les Clostridiales soient strictement anaérobies, elles ont été 

retrouvées plus abondamment dans les traitements en aérobiose que dans ceux en anaérobiose. 

 Bacteroidales  8.

Les Bacteroidales sont des bactéries anaérobies strictes, principalement mésophiles et chimio-

organotrophes. Certains ordres sont hydrogénotrophes et homoacétogènes. On les retrouve dans les 

rumens et digesteurs. Les Bacteroidales ont atteint une ARP maximale de 152 ng d’ADN/g de latex 

dans le traitement (M+F-O+) de la maturation 4 au bout de 10 jours de maturation. Elles étaient 

majoritairement présentes dans les échantillons de la maturation 4 mais également lors de la 

maturation 3, et principalement dans les traitements par coagulation naturelle (M+F-O+) plutôt 

qu’en coagulation acide (M+F+O+). Leur présence a augmenté au cours du temps pour atteindre un 

maximum au bout de 10 ou 15 jours de maturation. Elles ont été très peu retrouvées dans les 

traitements en anaérobiose. Les genres identifiés dans les échantillons de maturation sont les genres 

Bacteroides (G30) et Prevotella (G32), avec une ARP maximale respective de 99 et 72 ng d’ADN/g de 

latex.  

Bacteroides est un genre de bactéries Gram-négatives et anaérobies strictes. Seule l’espèce 

Bacteroides clarus a été identifiée dans nos échantillons de maturation traités par coagulation 

naturelle (M+F-O+) des maturations 3 et 4 après 10 et 15 jours de maturation. Ce genre fermente les 

sucres en acides succinique, acétique, lactique, formique ou propionique avec parfois des alcools à 

courte chaîne, et peut produire des acides butyrique, isobutyrique et isovalérique sur peptone. 
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Le genre Prevotella est représenté essentiellement par l’espèce correspondant à la souche P. sp. 

BP1-56. Cette espèce était présente dans les traitements en aérobiose (M+F+O+) de la maturation 3 

et 4 et le traitement (M+F-O+) de la maturation 4. La coagulation à l’acide a semblé modifier sa 

dynamique, avec un maximum atteint au bout de 10 jours en coagulation acide au lieu de 15 jours en 

coagulation naturelle. Ce genre correspond à des bactéries Gram-négatives et anaérobies strictes. 

Elles possèdent des activités protéolytiques variables et produisent par fermentation essentiellement 

des acides acétique et succinique. 

 Sphingobacteriales 9.

Des Sphingobacteriales ont été identifiées dans les maturations 3 et 4 avec une ARP maximale de 

140 ng d’ADN/g de latex atteinte au bout de 10 jours du traitement (M+F+O+) de la maturation 4. 

L’ARPN était de 46% après 15 jours du traitement (M+F-O+) de la maturation 3. Ces bactéries sont 

représentées par le genre Sphingobacterium et l’espèce S. thalpophilum. Elles sont aérobies strictes, 

Gram-négatives et métabolisent les sucres pour donner des acides organiques. 

 Rhodospirillales  10.

Les Rhodospirillales identifiés dans nos échantillons appartenaient à la famille des Acetobacteraceae, 

qui sont des bactéries Gram-négatives, aérobies strictes, capables d’oxyder l’éthanol en acide 

acétique. 

Les Rhodospirillales ont été retrouvées avec une ARP maximale de 54 ng d’ADN/g de latex dans le 

traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) de la maturation 2 au bout de 5 jours. Le seul genre 

identifié dans les échantillons de maturation est Acetobacter. Bien que beaucoup d’espèces 

d’Acetobacter aient été identifiées dans les inoculums, seule l’espèce correspondant à la souche 

Acetobacter sp. HBB7 a été détectée lors des maturations (annexe 4). Cette espèce a également été 

observée dans le traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) de la maturation 3 avec un 

maximum atteint après 10 jours de maturation où elles sont cependant moins abondantes que dans 

la maturation 2. Ces bactéries ont disparu après avoir atteint leur abondance maximale. Il faut noter 

que l’inoculum de 2011 contenait beaucoup plus d’Acetobacter que celui de 2012. La maturation 2 

était donc plus riche en Acetobacter. Dans la maturation 4, aucun ADN 16S correspondant à 

Acetobacter n’a été détecté. 

Les bactéries de type Acetobacter oxydent l’éthanol en acide acétique, l’acide acétique et l’acide 

lactique en CO2 et H2O. Leur croissance est optimale à 25-30°C et pH 5.4-6.3. Les Acetobacter se 

développent donc après la phase d’acidification et avant la phase d’alcalinisation en métabolisant les 

acides organiques présents. La coagulation acide semble être défavorable à leur développement.  
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 Etude des populations fongiques lors des maturations contrôlées D.

Les résultats NGS avec les amorces 18S ont permis de détecter dans les échantillons de l’ADN 

bactérien et de l’ADN eucaryote. Parmi les eucaryotes, 3 divisions ont été retrouvées avec les 

Opisthokonta (Fungi), les Viridiplantae (plantes) et les SAR (Stramenopiles, Alveolata et Rhizaria). 

Parmi la division des fongiques (Fungi), 14 genres au total ont été identifiés, dont 10 genres 

d’ascomycètes, 5 genres de basidiomycètes et un genre de chytridiomycètes. Ces genres sont listés 

dans le Tableau 29 et numérotés de F1 à F14. 

Le genre Pichia (ascomycètes) a été identifié dans tous les échantillons avec l’espèce P. kudriavzevii 

(synonymes : Candida krusei, Issatchenkia orientalis, C. acidothermophilum). Cette espèce fermente 

les sucres dont le glucose et le saccharose. Sa croissance peut être inhibée par 1% d’acide acétique 

(Oberoi, Babbar et al. 2012). Elle peut métaboliser l’éthanol, l’acide DL-lactique et les acides aminés 

pour donner des quantités importantes d’éthanol mais pas d’acide acétique (Barnett et Payne 1983). 

Cette levure peut croître en anaérobiose (Visser, Scheffers et al. 1990). Les levures du genre Pichia 

font partie des levures assimilant l’acide lactique produit par les bactéries lactiques et appartiennent 

ainsi aux premières communautés microbiennes aérobies à se développer lors des fermentations et à 

initier les remontées de pH (Dolci, Tabacco et al. 2011). 

Des organismes unicellulaires de type Alveolata ont également été retrouvés dans les trois 

échantillons de diversité (N° 42,43 et 44), avec essentiellement les genres Cryptosporidium 

(Cryptosporidium struthionis) et Colpodella (Colpodella sp. ATCC50594) avec une abondance relative 

de 36% mais également dans l’inoculum 2011 de la maturation 2 à hauteur de 9% et dans 

l’échantillon de la maturation 4 à 10 jours pour le traitement (M+F-O+) à hauteur de 4%. 

Les résultats du pyroséquençage 454 montrent que les amorces fongiques choisies (18S448f et 

18S1134r) semblent amplifier spécifiquement certains organismes, dont Pichia, ce qui ne permet pas 

d’observer de dynamique entre les échantillons. Nous avons testé les amorces à l’aide d’algorithmes 

permettant d’aligner les amorces sur des bases de données de marqueurs phylogénétiques (16S, 

18S). Le site SILVA (http://www.arb-silva.de/) fournit une base de données complète et actualisée 

ainsi que l’outil (testprime) pour tester les amorces. Après une analyse « testprime » des amorces 

utilisées lors du pyroséquençage 454 sur le site de SILVA, avec 0 mismatch (taux d’erreur dans 

l’alignement), il apparait que ces amorces amplifient préférentiellement les SAR et les ascomycètes 

dont le genre Pichia par rapport par exemple aux genres Galactomyces et Candida. Ceci pourrait 

expliquer les résultats que nous avons obtenus par pyroséquençage 454. Ces amorces n’étaient donc 

pas adaptées à notre étude de diversité dans le caoutchouc et un nouveau design devra être réalisé 

pour une étude complémentaire des fongiques. 

Nous avons cependant pu exploiter les résultats obtenus par clonage et séquençage pour compléter 

les informations sur la diversité et la dynamique des communautés fongiques. En effet, les amorces 

ITS1F et ITS4 utilisées lors des expériences préliminaires de clonage et séquençage ont donné de 

meilleurs résultats bien qu’avec une diversité moindre (moins de profondeur d’analyse). Ces résultats 

sont présentés par la Figure 45 et le tableau 30. Neuf genres de fongiques ont été identifiés par 

clonage et séquençage contre 14 par pyroséquençage 454, dont 4 genres différents : Davidiella, 

Megasporoporia, Trichosporon et Malassezia. Différentes espèces ont également été détectées par 

rapport au pyroséquençage.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Stramenopile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alveolata
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizaria
http://www.arb-silva.de/
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Dans les trois échantillons analysés, les ascomycètes étaient plus représentés que les 

basidiomycètes. Dans l’inoculum, une majorité (80%) de Galactomyces a été retrouvée avec l’espèce 

G. geotrichum. Au bout de 5 à 10 jours de maturation, le genre majoritaire était Pichia avec l’espèce 

P. kudriavzevii, confirmant le résultat du pyroséquençage. D’un point de vue dynamisme, entre 5 et 

10 jours de maturation (passage de pH 5,8 à 8), il faut cependant noter que la proportion de Pichia a 

diminué, passant de 86% à 62%, pour laisser place au genre Candida avec notamment C. tropicalis et 

au genre Galactomyces avec notamment G. geotrichum. Ces genres de levures se développent donc 

en phase avancée de maturation lorsque le pH augmente. G. geotrichum joue un rôle important dans 

les fromages à pâte molle en participant à la consommation de l’acide lactique et à la libération 

d’ammonium. Cette espèce possède une activité protéolytique extracellulaire. 

 

Tableau 29 : Liste des genres et espèces fongiques retrouvés dans les échantillons par 
pyroséquençage 454 

N° genres espèces 

F1 Spizellomyces Spizellomyces acuminatus, Spizellomyces sp. PL 078 

F2 Cladosporium 
Cladosporium bruhnei, Cladosporium macrocarpum, Cladosporium 
sphaerospermum, Cladosporium sp. s1812 

F3 Fusarium Fusarium merismoides, Fusarium oxysporum 
F4 Debaryomyces Debaryomyces hansenii 
F5 Galactomyces Galactomyces geotrichum, Galactomyces reessii 
F6 Yarrowia Yarrowia lipolytica 
F7 Candida Candida orthopsilosis, Candida parapsilosis, Candida rugosa 

F8 Pichia 
Pichia kudriavzevii, Pichia occidentalis, Pichia sp., Pichia sp. GAXQ-1, 
Pichia sp. GAXQ-2 

F9 Komagataella Komagataella pastoris 
F10 Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus 

F11 Stereum Stereum annosum 
F12 Xylobolus Xylobolus frustulatus 
F13 Rhodosporidium Rhodosporidium sphaerocarpum 
F14 Malassezia Malassezia globosa, Malassezia restricta 

 

Tableau 30 : Liste des genres et espèces fongiques retrouvés dans les échantillons par clonage et 
séquençage 

N° genres espèces 

F15 Davidiella  Davidiella tassiana 
F3 Fusarium Fusarium solani 
F5 Galactomyces Galactomyces geotrichum 
F7 Candida Candida tropicalis 
F8 Pichia Pichia kudriavzevii, Pichia cecembensis 

F16 Resinicium Resinicium friabile 

F17 Megasporoporia Megasporoporia cystidiolophora voucher 
F18 Trichosporon Trichosporon asahii 
F14 Malassezia Malassezia restricta 
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Figure 45 : Abondances relatives (%) des fongiques obtenues par clonage et séquençage avec les 
amorces ITS1F et ITS4 sur trois échantillons de maturation.  
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 Comparaison pyroséquençage 454/clonage et séquençage E.

Les résultats entre le pyroséquençage et le clonage et séquençage sont comparés pour les séquences 

16S et présentés sur la Figure 46 et Figure 47. L’amorce forward 16S27f utilisée était la même pour le 

pyroséquençage et en clonage et séquençage mais l’amorce reverse était différente, avec l’amorce 

16S533r pour le pyroséquençage et l’amorce 16S1541r pour le clonage et séquençage. Le fragment 

amplifié par les amorces du pyroséquençage était ainsi plus petit (environ 500 pb) que celui du 

clonage et séquençage (environ 1500 pb, soit le gène codant pour l’ARN 16S entier). Les résultats ont 

montré des différences importantes entre les deux méthodes pour certains genres, notamment pour 

Acetobacter, Megasphaera et Pseudoclavibacter (Figure 46 et Figure 47). Le couple d’amorces utilisé 

pour le clonage et séquençage a une moins bonne couverture sur l’ensemble des bactéries de la base 

de données du site Silva (21% avec TestPrime) que le couple utilisé en pyroséquençage 454 (58% 

avec le TestPrime). Il est ainsi probable que les différences observées viennent d’une moins bonne 

amplification avec les amorces utilisées en clonage et séquençage. Notons que la région de 

couverture pour l’amorce du clonage et séquençage est de toute façon plus faible du point de vue 

des informations disponibles car la base de données comprend moins de fragments 16S en entier, ce 

qui pourrait également expliquer la moins bonne couverture avec le TestPrime. 

L’amorce 16S1541r est connue pour être discriminante pour les Actinobacteria (de Lillo, Ashley et al. 

2006; Dewhirst, Klein et al. 2012), ce qui pourrait expliquer que le genre Pseudoclavibacter ait été 

mis en évidence en proportion plus faible avec le clonage et séquençage qu’avec le pyroséquençage 

au bout de 5 et 10 jours de maturation (Figure 47). Cette discrimination n’est cependant pas visible 

dans le TestPrime. Ces problèmes d’hybridation des Actinobacteria en clonage et séquençage 

semblent s’être produits au profit du genre Acetobacter (ordre des Rhodospirillales) à 5 jours de 

maturation, ce dernier s’étant trouvé largement représenté dans les résultats de clonage et 

séquençage par rapport au pyroséquençage. Pour les résultats à 5 jours de maturation, la baisse en 

proportion de Pseudocalvibacter semble avoir favorisée la détection des Burkholderiales (O18) et des 

Bacillales (O8) visibles en clonage et séquençage.  

Concernant l’inoculum (Figure 46), l’image de la population identifiée par clonage et séquençage 

était beaucoup plus déséquilibrée, le genre Megasphaera étant sur-représenté. En pyroséquençage, 

la proportion moindre de Megasphaera dans les fragments amplifiés aurait favorisé la détection des 

Acetobacter ainsi que des Lactobacillales (O9) et des Flavobacteriales (O6). Cela pourrait venir d’un 

mauvais alignement des amorces du pyroséquençage avec le genre Megasphaera. Toutefois les 

amorces du clonage et séquençage s’alignent seulement sur 2 des 15 séquences (13,3%) de 

Megasphaera du TestPrime contre 25 pour 39 séquences (64%) pour les amorces du 

pyroséquençage. De plus, la séquence de l’espèce majoritairement détectée en clonage et 

séquençage (Megasphaera uncultured bacterium, GQ479980) s’aligne bien avec les amorces du 

pyroséquençage 454. La proportion de Megasphaera obtenue par pyroséquençage apparait donc 

finalement plus fiable que celle du clonage et séquençage, qui s’est probablement faite au détriment 

d’autres espèces. 

Cette comparaison des deux méthodes montre bien que le pyroséquençage permet de détecter une 

diversité plus importante mais que le choix des amorces influe largement sur la représentation des 

populations. Le pyroséquençage reste une donc méthode semi-quantitative.  
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Figure 46 : Comparaison des genres bactériens retrouvés dans l'inoculum 2011 (maturation 2) en fonction de la méthode 
utilisée : clonage et séquençage ou pyroséquençage 454. Légende ordre : Actinomycetales (O1), Bifidobacteriales (O2), 
Coriobacteriales (O3), Bacteroidales (O4), Cytophagales (O5), Flavobacteriales (O6), Sphingobacteriales (O7), Bacillales 
(O8), Lactobacillales (O9), Clostridiales (O10), Erysipelotrichales (O11), Selenomonadales (O12), Caulobacterales (O13), 
Rhizobiales (O14), Rhodobacterales (O15), Rhodospirillales (O16), Sphingomonadales (O17), Burkholderiales (O18), 
Neisseriales (O19), Rhodocyclales (O20), Enterobacteriales (O21), Pseudomonadales (O22), Xanthomonadales (O24) 
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Figure 47: Comparaison des genres bactériens retrouvés dans les échantillons du traitement (M+F-O+) de la maturation 2, 
à 5 et 10 jours de maturation, par deux méthodes différentes : clonage et séquençage ou pyroséquençage 454 
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IV. Conclusion 

L’analyse des communautés microbiennes menées lors de cette étude montre des différences 

qualitatives et quantitatives lors des maturations contrôlées. La Figure 48 présente un récapitulatif 

des principales dynamiques de bactéries dans les traitements avec microorganismes et oxygène.  

 À J0 : 

Les deux inoculums utilisés présentaient des différences marquées d’un point de vue qualitatif mais 

plus modérées d’un point de vue quantitatif. En effet, les quantifications d’ADN sur ces deux 

inoculums n’ont pas montré de différences significatives. D’un point de vue qualitatif, l’analyse par 

pyroséquençage a montré majoritairement la présence de microorganismes aérobies dans l’inoculum 

de 2011 et de microorganismes anaérobies facultatives et anaérobies strictes dans l’inoculum de 

2012. Le latex, déjà contaminé lors de la saignée malgré les précautions prises, contient initialement 

essentiellement Lactococcus lactis et Enterococcus italicus. Ces deux bactéries lactiques étant 

homofermentaires, leur développement conduirait à la dégradation des sucres du latex en acide 

lactique et donc à une acidification du milieu.  

 De J0 à J2 : 

Une fois l’inoculum ajouté dans le latex, la quantité de microorganismes totaux (bactéries et 

levures) augmente fortement au cours des 2 premiers jours de maturation pour les traitements avec 

microorganismes en aérobiose et en anaérobiose, comme le montrent les comptages des 

microorganismes totaux et la quantification de l’ADN. Les communautés bactériennes présentes à 

cette période sont essentiellement des communautés microbiennes anaérobies facultatives 

(résultats du pyroséquençage). Ceci expliquerait que la présence ou non d’oxygène n’a pas d’impact 

sur l’évolution de ces microorganismes entre 0 et 2 jours. Les bactéries lactiques (ordre des 

Lactobacillales) ont essentiellement été retrouvées avec le genre Enterococcus et l’espèce E. italicus, 

ainsi que le genre Lactobacillus avec les espèces L. mali et L. delbrueckii sur cette période. Les levures 

étaient essentiellement représentées par le genre Pichia avec l’espèce P. kudriavzevii.  Les levures et 

les bactéries lactiques se développeraient donc conjointement lors de la coagulation. Les bactéries 

homolactiques produiraient de l’acide lactique à partir des sucres et les levures pourraient 

consommer cet acide pour produire du CO2 et de l’éthanol en présence d’oxygène. Les levures 

participeraient en partie à la formation des alvéoles dans les coagulums. Pour la maturation 2, la 

croissance des microorganismes a semblé plus faible, avec peu de microorganismes retrouvés après 

2 jours de maturation comme le montre la faible concentration en ADN extrait. La quantification des 

levures par comptage n’était pas disponible pour la maturation 2. La maturation 2 se démarque des 

autres maturations par sa faible proportion d’Enterococcus à 2 jours.  
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Coagulation acide Coagulation naturelle 

Figure 48: Dynamiques des ARPN des principaux ordres et genres bactériens discutés en conclusion 
ainsi que les levures en UFC/g de latex pour les traitements avec microorganismes et en aérobiose des 
maturations 2,3 et 4. Les couleurs chaudes caractérisent les bactéries de type lactiques et acidifiantes 
et les couleurs froides les microorganismes à tendance désacidifiante.  
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Les résultats du pyroséquençage ont montré également que la coagulation acide active le 

développement des communautés microbiennes sur cette période, et plus particulièrement des 

levures, des Enterococcus (E. italicus), des Weissella (W. paramesenteroides, ordre des 

Lactobacillales), des Kurthia (K. gibsonii, ordre des Bacillales) et des entérobactéries (Escherichia, 

Proteus). La coagulation acide a peu d’impact sur les Lactobacillus sauf sur l’espèce L. fermentum. 

L’espèce K. gibsonii, les levures et les entérobactéries semblent favorisées par la coagulation à l’acide 

formique car ces microorganismes sont capables de métaboliser les acides organiques. Il est 

intéressant de noter que la coagulation acide sélectionne les bactéries lactiques de type 

hétérofermentaires (W. paramesenteroides et L. fermentum) ainsi que les entérobactéries, et donc 

des microorganismes producteurs de gaz et de CO2. Il est donc fort probable que l’environnement 

dans les coagulums se charge de CO2, ceci favorisant le développement d’E. italicus qui croit mieux 

dans une atmosphère contenant 5% de CO2. En contrepartie, les levures persistent moins longtemps 

dans les coagulums en coagulation acide par rapport à la coagulation naturelle et leur population 

diminue plus rapidement à partir de 2 jours de maturation.  

 Après J2 : 

Après 2 jours de maturation, la présence d’oxygène a un impact sur l’évolution de la concentration 

en microorganismes totaux avec une séparation entre les traitements en aérobiose et en 

anaérobiose.   

Pour les traitements en anaérobiose (M+F-O-), la population de microorganismes totaux cultivables 

diminue alors que la concentration en ADN se stabilise. Il pourrait donc y avoir une diminution des 

microorganismes cultivables sur PCA initialement présents, qui seraient remplacées par des 

communautés microbiennes non cultivables sur ce milieu. En effet, les résultats du pyroséquençage 

ont montré une diminution de l’abondance relative des Enterococcus au profit des Lactobacillus et 

des Actinomyces. L’espèce se développant le plus en anaérobiose était Lactobacillus fermentum. Les 

Lactobacillus sont en effet plus difficilement cultivables. En absence d’oxygène, les levures 

disparaissent après deux jours de maturation.   

Les résultats du pyroséquençage ont montré pour les traitements en aérobiose une augmentation 

de l’abondance relative des bactéries aérobies strictes à partir de 2 jours au détriment des 

bactéries anaérobies facultatives. En effet, les bactéries lactiques (anaérobies facultatives) ont 

continué à se développer jusqu’à 10 jours de maturation avant de voir leur abondance relative 

diminuer. Les échantillons des maturations 3 et 4 contenaient essentiellement des Enterococcus alors 

que la maturation 2 comprenait essentiellement des Lactobacillus. Les bactéries aérobies strictes 

étaient essentiellement des Actinomycetales avec l’espèce Pseudoclavibacter sp. K04. Cette espèce 

a un pH optimal de 7 et sa croissance serait donc favorisée par la désacidification des coagulums qui 

pourrait avoir lieu grâce aux levures dans un premier temps puis dans un deuxième temps par 

Pseudoclavibacter elle-même. Cette augmentation de la proportion de bactéries aérobies strictes 

était plus importante et rapide dans la maturation 2 que dans les maturations 3 et 4. Pour la 

maturation 2, après 2 jours les microorganismes aérobies stricts se sont développés conjointement 

avec les bactéries lactiques initialement présentes. Ce fort développement des Actinomycetales 

pourrait s’expliquer par une faible représentation des bactéries lactiques acidifiantes (peu d’ADN), 

permettant aux Actinomycetales de se développer conjointement en consommant les acides 

organiques produits. Les levures pourraient également être fortement présentes par rapport aux 

bactéries lactiques et participer à la désacidification dans un premier temps. La remontée rapide du 

pH, effectivement observée dans nos échantillons, permettrait aux microorganismes alcalinophiles 



CHAPITRE 3 : ÉVOLUTION DES FLORES MICROBIENNES 

195 

de se développer. L’activité des Lactobacillus, fortement présents lors de la maturation 2, pourrait 

être plus favorable au développement des Pseudoclavibacter que les Enterococcus. Lors du 

traitement par coagulation acide (M+F+O+) de la maturation 3, le pH a augmenté plus rapidement 

que lors de la maturation 4 pour le traitement (M+F+O+). Ceci pourrait être lié au développement 

important des Alcaligenaceae (Bordetella, aérobies strictes de l’ordre des Burkholderiales) qui 

pourraient également participer aux remontées de pH. 

Ces résultats montrent que les bactéries Gram-positives se sont essentiellement développées dans 

les maturations contrôlées alors que les échantillons de plantation présentaient beaucoup plus de 

bactéries Gram-négatives. L’environnement autour des coagulums pourrait être un paramètre 

important dans le développement de certaines communautés microbiennes dont les bactéries 

Gram-négatives. Les dynamiques étudiées en milieu naturel seraient donc probablement 

différentes.  

La maturation 2 et les maturations 3 et 4 présentent des dynamiques d’évolution des 

communautés bactériennes différentes qui pourraient expliquer en partie les différences 

observées dans les dynamiques d’évolution des propriétés. Ces différences pourraient être causées 

en partie par la nature initiale de l’inoculum et la composition initiale du latex.    

En effet l’inoculum utilisé pour la maturation 2 possédait des communautés microbiennes 

essentiellement aérobies strictes avec en particulier des Actinomycetales (10% en abondance 

relative). Ces communautés microbiennes aérobies strictes, représentées par le genre 

Pseudoclavibacter, se sont fortement développées lors de cette maturation conjointement avec les 

Lactobacillus et pourraient intervenir directement ou indirectement dans la baisse de la P0, de la 

P30 et du PRI et les fortes remontées de pH. Il a en effet été rapporté que les Actinomycetales 

(Arthrobacter sp.) étaient majoritairement retrouvées dans les effluents d’usines de caoutchouc et 

associées à de fortes valeurs de pH dans ces effluents (sérum lavé). De plus, les Actinomycetales 

sont également connues depuis longtemps pour leur capacité à dégrader le caoutchouc par des 

mécanismes oxydatifs (bibliographie).  

Au contraire lors des maturations 3 et 4, les microorganismes se sont développés plus rapidement 

en début de maturation que lors de la maturation 2 avec un développement rapide des 

Enterococcus et des levures. L’inoculum utilisé pour ces maturations contenait à la base plus de 

bactéries anaérobies facultatives (Lactobacillales et Selenomonadales) et était probablement plus 

adapté à l’environnement latex. De plus le glycérol présent en quantité non-négligeable dans cet 

inoculum contrôlé a pu stimuler la croissance des Enterococcus et des levures lors des maturations 

3 et 4. Le fort développement de ces microorganismes en début de maturation pourrait ralentir 

l’apparition des bactéries aérobies strictes et être liées directement ou indirectement aux fortes 

valeurs de P0, de P30 et de PRI conservées pendant un temps relativement long (chapitre 2) avec 

des remontées de pH tardives. Les maturations 3 et 4 présentent une diversité de microorganismes 

plus importantes. Certaines bactéries, autres que Pseudoclavibacter, pourraient participer en fin 

de maturation aux remontées de pH comme les Alcaligenaceae.   

Ces résultats montrent également que les conditions de maturation (mode de coagulation et 

teneur en oxygène) ont un impact sur la dynamique des communautés microbiennes. La 

coagulation acide accélère le développement des microorganismes totaux et plus particulièrement 

certains microorganismes (Enterococcus, Weissella, Entérobactéries et levures). L’impact de 

l’oxygène sur les communautés microbiennes n’est pas significatif avant 2 jours de maturation. Au-

delà de 2 jours, les microorganismes se développent beaucoup moins en anaérobiose, avec 
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particulièrement une réduction de l’abondance des levures. Lors des maturations anaérobies, 

l’absence d’oxygène et la faible quantité de microorganismes présente concourent très 

probablement à limiter la dégradation des propriétés.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

197 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 4 : ÉVOLUTION DE LA COMPOSITION 

BIOCHIMIQUE DU CAOUTCHOUC NATUREL ET DU 

SERUM DE COAGULUM LORS DE LA MATURATION 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

198 

 

 

  



CHAPITRE 4 : ÉVOLUTION DE LA COMPOSITION BIOCHIMIQUE 

199 

I. Stratégie 

Le latex et le caoutchouc sec sont riches en composés non isoprène, avec des protéines, des lipides 

et des sucres. La présence de ces composés est une différence majeure entre le caoutchouc naturel 

et le caoutchouc synthétique, ce qui laisse supposer qu’ils pourraient jouer un rôle dans les 

propriétés particulières du caoutchouc naturel (bibliographie). La composition biochimique du 

caoutchouc naturel a été caractérisée sous son aspect dynamique dans la présente étude car les 

microorganismes qui se développent au cours de la maturation dégradent les molécules organiques 

présentes ou en produisent de nouvelles sous forme de métabolites. Nous avons porté une attention 

particulière aux lipides et des protéines, qui sont connus dans la littérature pour jouer un rôle 

important dans les propriétés du caoutchouc sec. L’évolution des sucres totaux a également été 

étudiée ainsi que celle du québrachitol, polyol cyclique (cyclitol) majoritaire du latex. La production 

d’acides organiques, dont les acides gras volatils (AGV), a également été suivie car la production de 

ces composés peut renseigner sur les microorganismes présents et les types de métabolismes mis en 

œuvre.  

Les analyses des sucres, québrachitol et acides organiques par HPLC du sérum de coagulum ont été 

réalisées seulement sur les sérums de la maturation 4. En effet, cette maturation est la seule où le 

sérum de la coupelle a été récupéré, permettant l’établissement d’un bilan de matière complet.  

Les analyses de protéines se sont portées principalement sur les protéines du caoutchouc sec (à 

relier avec les propriétés) et sur les activités enzymatiques dans le latex et le sérum de coagulum (à 

relier avec les évolutions des communautés microbiennes). Des analyses quantitatives de protéines 

ont donc été réalisées sur les crêpes de caoutchouc sec obtenus lors des trois périodes de maturation 

par dosage élémentaire de l’azote. Sur les sérums de coagulums et sur le latex, des analyses 

qualitatives sur gels SDS-PAGE à 14% d’acrylamide ont permis d’étudier l’évolution des protéines de 

masse moléculaire supérieures à 14 kDa et notamment de possibles enzymes microbiennes. Ces 

analyses ont été complétées par une mise en évidence de certaines activités enzymatiques (galerie 

APIZYM) dans les sérums de coagulums.  

Les lipides totaux ont été quantifiés par pesée des lipides extraits par solvant organique. Les lipides 

neutres ont ensuite été caractérisés par chromatographie sur couche mince (CCM). Les analyses ont 

été faites sur des crêpes de caoutchouc issus des maturations 3 et 4 uniquement car ces deux 

maturations présentaient les résultats les plus complets. De plus, les crêpes de caoutchouc sec issus 

de la maturation 2 ont été stockés pendant plus d’un an à température ambiante avant leur analyse 

biochimique, ce qui a pu entraîner une évolution de leur composition.  

Les résultats du dosage des sucres totaux et de l’analyse des solutés par HPLC sont tout d’abord 

présentés, suivis des résultats obtenus sur les protéines et sur les lipides.  

  



CHAPITRE 4 : ÉVOLUTION DE LA COMPOSITION BIOCHIMIQUE 

200 

II. Solutés du sérum de coagulum  

 Dosage des sucres totaux par la méthode à l’anthrone A.

L’évolution de la concentration totale en sucres dans les sérums de coagulums a été suivie pour la 

maturation 4 par la méthode à l’anthrone. Les concentrations ont été mesurées sur latex frais dilué 

10 fois et sur sérum de coagulum centrifugé (matériels et méthodes § I.C.1 et I.C.2). Cette méthode 

ne dose pas le québrachitol. 

 

Dans le latex et sérum avant maturation, entre 1,2 et 1,8 mg de sucres totaux/g de latex ont été 

dosés. Cette valeur est inférieure à la valeur moyenne décrite dans la bibliographie, qui rapporte 

environ 10 mg/g de sucres totaux dans le latex hors cyclitols dosés dans le cadre du diagnostic latex 

(DL) également par la méthode à l’anthrone. Nos mesures sur latex frais n’ont cependant pas été 

réalisées immédiatement après sa récolte et à la sortie de l’arbre comme préconisé par le DL. Il est 

donc possible qu’une partie des sucres ait déjà été consommée au moment du dosage. Cette 

consommation des sucres a probablement lieu très rapidement car même pour le traitement (M-

F+O+) où le latex a été transporté dans de la glace et où les microorganismes ont été rapidement 

inhibés, la valeur réelle est inférieure à la valeur théorique. 

Le taux de sucres dans le sérum de coagulum avant maturation pour le traitement avec 

microorganismes actifs (M+F+O+) était supérieur à celui du latex et du traitement à teneur réduite 

en microorganismes (M-F+O+), avec une concentration de 1,8 mg/g de latex. Ceci pourrait être lié à 

l’ajout de 4 ml d’inoculum contenant du glycérol à 30% soit 0,3 g de glycérol/ml d’inoculum. 

Toutefois ce composé n’est théoriquement pas dosé par la méthode à l’anthrone. 

Figure 49: Évolution de la concentration en sucres totaux  (mg/g de latex) en équivalent saccharose 
lors de la maturation 4 par dosage à l'anthrone 
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Ces résultats montrent une diminution rapide de la concentration en sucres totaux dans le sérum de 

coagulum au cours des 2 h de coagulation. Pour tous les traitements avec microorganismes actifs, 

seulement 0,05 mg de sucres totaux/g de latex ont été retrouvés après 2 jours de maturation, soit 30 

fois moins qu’au départ. Cette diminution était plus lente mais tout de même présente pour les 

traitements à teneur réduite en microorganismes, avec une concentration en sucres totaux aux 

alentours de 0,8 mg/g de latex après 2 jours de maturation. Au bout de 15 jours de maturation, la 

concentration en sucre des traitements à teneur réduite en microorganismes était équivalente à 

celle trouvée pour les traitements avec microorganismes actifs. 

Ces résultats montrent que les sucres présents initialement dans le latex ont été rapidement 

consommés par les microorganismes au cours des 2 premiers jours de maturation. Ces résultats 

montrent également qu’une activité métabolique s’est produite malgré la présence d’azoture de 

sodium dans les traitements à teneur réduite en microorganismes, ce qui est également concordant 

avec les chapitres 2 et 3. 

Il est également intéressant de noter que l’ajout de l’inoculum contenant du glycérol a ajouté des 

quantités non négligeables de substrat carboné dans le latex. Cet apport pourrait être en partie 

responsable des différences observées entre maturation 2 et ¾, en influençant le développement 

microbien. Il faut ajouter que la teneur initiale en sucres dans le latex est également dépendante de 

facteurs climatiques ce qui a pu aussi contribuer aux différences observées entre maturations. 
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 Suivi des acides organiques, du québrachitol et de l’azoture de sodium par B.

chromatographie liquide à haute performance et spectrométrie de masse 

(HPLC-MS) 

 Composés de référence 1.

Les injections des composés de référence en HPLC-MS ont permis de fournir les temps de rétention 

de ces composés. Le Tableau 31 donne les résultats de ces temps de rétention. 

 

Tableau 31 : Temps de rétention (Tr) des différents composés de référence testés par la méthode 
d’HPLC-MS 

Composé Tr (min) Composé Tr (min) 

Acide trichloroacétique (TCA) 6,47 acide formique 13,38 

acide citrique 8,23 acide acétique 14,24 

glucose 9,42 acide propionique 16,12 

saccharose 9,97 acide butyrique 18,78 

galactose 9,97 azoture de sodium 19,28 

québrachitol 10,03 acide valérique 23,72 

fructose 10,07 acide caproïque 32,12 

acide D-lactique 11,78 acide heptanoïque 45,96 

acide L-lactique 12,55 éthanol non détecté 

 

 Principaux composés identifiés dans les échantillons de sérums et de latex 2.

L’analyse par HPLC-MS a été réalisée sur les sérums de la maturation 4. La chaîne d’analyse 

comprenait également un spectrophotomètre UV/Visible. Les chromatogrammes obtenus montrent 

une diversité importante de pics avec des évolutions et une diversification au cours du temps de 

maturation. La Figure 50 montre un exemple des chromatogrammes UV obtenus pour le traitement 

(M+F-O+) au cours du temps pour la maturation 4. L’aire de certains pics augmente au cours du 

temps de maturation. Grâce à la concordance avec les temps de rétention et avec les spectres de 

masse obtenus sur les composés de référence, certains pics ont été identifiés comme correspondant 

à l’acide acétique (14,35 min, m/zAPCI- = 59), l’acide propionique (16,24 min, m/zAPCI- = 73) et l’acide 

valérique (24,78 min, m/zAPCI- = 101).  

Les trois grands pics à 5,93 min, 33,4 min et 45,4 min qui ont augmenté au cours du temps ne 

correspondent à aucun composé de référence et sont donc appelés respectivement inconnu N°1, 2 

et 3. Les analyses en spectrométrie de masse en mode APCI- ont donné pour l’inconnu N°1 un m/z de 

133, pour l’inconnu N°2 un m/z de 135 et pour l’inconnu N° 3 de 149. Les ions formés à partir des 

acides organiques en APCI- perdant en général un hydrogène, le rapport m/z mesuré est alors d’une 

unité de masse atomique (u.m.a.) en dessous de la masse molaire du composé. Après une recherche 

bibliographique, ces composés seraient probablement l’acide phénylacétique (M = 136 g/mol) pour 

l’inconnu N°2 et l’acide phénylpropionique (M = 150 g/mol) pour l’inconnu N°3. En effet la présence 
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de ces composés a déjà été mise en évidence sur des crêpes de caoutchouc sec (Juntarachat, Bouvier 

et al. 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autres composés étaient initialement présents dans le latex puis ont disparu au cours du temps de 

maturation. D’après la bibliographie, les acides citrique (M = 192 g/mol) et malique (M = 134 g/mol) 

sont des acides organiques initialement présents dans le latex. L’acide citrique a effectivement été 

retrouvé dans le latex à un temps de rétention de 8,47 min (m/z 191 en APCI-). L’inconnu N°1 

correspond surement à l’acide malique (m/z 133 g/mol) mais ce composé n’a pas été utilisé dans les 

composés de référence. Le pic à 9,98 min correspondrait à un mélange de sucres et de québrachitol. 

En effet les résultats sur les composés de référence montrent que le glucose (M = 180 g/mol), le 

saccharose (M = 342 g/mol), le galactose, le québrachitol (M = 194 g/mol) et le fructose sont élués à 

des temps de rétention proches. L’ion de m/z 195 en ES+ correspondant au québrachitol a en effet 

été retrouvé dans ce pic après 0, 2 et 5 jours de maturation.  

L’acide formique (M = 46 g/mol) et l’azoture de sodium (M = 65 g/mol) ajoutés artificiellement ont 

également été recherchés. Ces composés ont été trouvés aux temps de rétention des standards 

correspondants, soit 13,48 min et 19,27 min respectivement. Un rapport m/z de 45 en APCI- a été 

Inc 3 

Inc 2 
ac. valérique 

ac. propionique 

Figure 50: Chromatogrammes UV (210 nm) obtenus par HPLC pour le traitement (M+F-O+) au cours 
de la maturation 4. Inc = inconnu 

Mat 4 (M+F-O+) J10  

Mat 4 (M+F-O+) J5 

Mat 4 (M+F-O+) J2 

Latex (dilué 5 fois) 

Latex (dilué 5 fois) Mat 4 (M+F-O+) J15 
ac. acétique Inc 1 

Sucres + québrachitol 
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mesuré pour l’acide formique alors que l’azoture de sodium n’a pas été détecté en masse dans les 

conditions d’ionisation utilisées. 

Il est étonnant de ne pas retrouver d’acide lactique dans les pics détectés alors que des bactéries 

lactiques sont présentes en abondance lors des maturations (chapitre 3). Toutefois en analysant les 

spectres de masse vers le temps de rétention correspondant à cet analyte (vers 12 min), l’ion de 

m/z 89 correspondant à l’acide lactique a été retrouvé en ACPI-. D’après le temps de rétention, il 

s’agirait probablement d’acide L-lactique. Ce composé pourrait être consommé très vite après sa 

production et ainsi ne pas s’accumuler. De même, les acides butyrique et caproïque ont été détectés 

en spectrométrie de masse (APCI-) aux temps de rétention correspondants aux composés de 

référence, mais les pics chromatographiques en UV restent très petits par rapport aux autres pics ce 

qui rend difficile leur quantification. Ces acides pourraient produits en faible quantité ou 

reconsommés rapidement. Une perte par volatilisation est également probable.  

La suite présente les évolutions des composés identifiés lors de la maturation 4 en fonction du temps 

et des différents traitements. 

 Acides gras volatils microbiens 3.

La Figure 51 présente l’évolution de trois acides gras volatils (AGV) correspondant aux acides 

acétique, propionique et valérique lors de la maturation 4. Il faut noter que les écarts types entre 

répétitions étant importants, les différences entre les traitements ont été analysées par ANOVA. 

a. Acides gras volatils totaux 

Les résultats montrent une augmentation de la teneur en AGV totaux au cours du temps de 

maturation jusqu’à 10 jours, suivie d’une stabilisation ou d’une diminution dans les traitements avec 

microorganismes actifs (Figure 51F). Il est intéressant de noter que cette évolution est similaire à 

celle de la population de bactéries lactiques (chapitre 3). Ces AGV pourraient donc être produits par 

des bactéries lactiques comme proposé par Taysum (1957). Aucune différence significative n’est 

observée entre les traitements avec microorganismes actifs. Pour les traitements à teneur réduite en 

microorganismes, aucun AGV n’est détecté. Les AGV continueraient donc d’être produits bien après 

la dégradation des sucres, et pourraient résulter également de la dégradation des protéines, des 

acides organiques et/ou des lipides comme dans le cas du fromage (Molimard et Le Quere 1997). 

b. Acide acétique 

La concentration en acide acétique a augmenté dès le début de maturation pour les traitements 

avec microorganismes actifs (Figure 51A). Le protocole de coagulation acide semble avoir eu un 

impact sur l’accumulation d’acide acétique. En effet, les sérums du traitement par coagulation acide 

contenaient moins d’acide acétique au bout de 2 jours que ceux des traitements par coagulation 

naturelle, avec une concentration de 0,8 mg/g de latex contre environ 2 mg/g de latex, 

respectivement. Par contre, au bout de 2 jours de maturation aucune différence n’est observée entre 

le traitement en aérobiose (M+F-O+) et en anaérobiose (M+F-O-). Les microorganismes produisant 
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cet acide seraient donc probablement anaérobies facultatifs. La moindre accumulation d’acide 

acétique en coagulation acide pourrait venir d’une production plus faible ou d’une métabolisation 

plus importante de cet acide.   

À partir de 2 jours de maturation, la présence d’oxygène a eu un impact sur la concentration en acide 

acétique. En effet, pour le traitement en anaérobiose (M+F-O-), la concentration en acide acétique a 

continué d’augmenter jusqu’à atteindre 3,5 mg/g de latex après 10 jours avant de diminuer, que ce 

soit par métabolisation ou par diminution de sa production (chapitre 3). Par contre, en aérobiose 

(M+F-O+), la concentration en acide acétique est restée stable pendant quelques jours puis a 

diminué légèrement pour atteindre environ 2 mg/g de latex dans le cas d’une coagulation naturelle. 

Elle a augmenté jusqu’à 2 mg/g de latex au bout de 5 jours de maturation lorsque la coagulation était 

provoquée par l’ajout d’acide (M+F+O+) avant de diminuer plus rapidement que dans les échantillons 

obtenus par coagulation naturelle (M+F-O+).  

L’acide acétique pourrait être produit par des bactéries lactiques, hétérofermentaires comme 

Lactobacillus fermentum ou bien homofermentaires, par des Lactococcus lactis ou par des bactéries 

du genre Actinomyces, Dialister ou Clostridium. L’acide acétique peut également être produit par les 

bactéries lactiques par oxydation de l’acide lactique (McSweeney 2004), mais cet acide étant produit 

également en anaérobiose cette hypothèse est peu probable. 

c. Acide propionique 

Par rapport à l’acide acétique, l’acide propionique est apparu dans un deuxième temps dans les 

traitements en aérobiose, alors qu’il a suivi la même tendance que l’acide acétique en anaérobiose 

(Figure 51B). La production d’acide propionique (odeur forte et âcre) serait donc sensible à la 

présence d’oxygène. En effet, l’acide propionique n’est pas détecté au bout de 2 jours de maturation 

dans l’ensemble des traitements à l’exception du traitement en anaérobiose avec coagulation 

naturelle (M+F-O-), où il était présent à une concentration de 2,2 mg/g de latex. Les microorganismes 

produisant cet acide seraient anaérobies stricts et la production d’acide propionique inhibée dans les 

conditions de coagulation à l’aide d’acide formique. Parmi les microorganismes détectés par 

pyroséquençage (chapitre 3), seuls les genres Dialister ou Anaeroglobulus sont capables de produire 

l’acide propionique observé lors de la maturation 4, soit des microorganismes anaérobies stricts. Ces 

microorganismes ont également été détectés dans les traitements aérobies. Au bout de 5 jours de 

maturation, de l’acide propionique est détecté dans les traitements en aérobiose avec une 

concentration d’environ 3,5 mg/g de latex. Cette concentration semble toujours inférieure à celle du 

traitement en anaérobiose (4,8 mg/g de latex). La concentration en acide propionique était maximale 

après 5 à 10 jours de maturation pour tous les traitements avec microorganismes actifs, pour ensuite 

diminuer. 

d. Acide valérique 

L’acide valérique semble produit dans un deuxième temps par rapport aux acides acétique et 

propionique. En effet, cet acide était peu présent au cours des 2 premiers jours pour les trois 

traitements avec microorganismes actifs (Figure 51C). Après 5 jours de maturation, l’acide valérique 

est détecté avec une concentration de 1,5 à 2,8 mg/g de latex. Cette concentration a augmenté 
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jusqu’à atteindre un maximum de 10,5 mg/g de latex pour le traitement par coagulation naturelle 

(M+F-O+) ce qui est environ deux fois plus que la concentration maximale atteinte pour les acides 

acétique et propionique. Les trois traitements avec microorganismes actifs n’étaient pas 

significativement différents jusqu’à 5 jours. Par contre, au bout de 10 jours de maturation la 

concentration dans le sérum du traitement en anaérobiose (M+F-O-) était significativement 

supérieure à celle du traitement par coagulation acide en aérobiose (M+F+O+). Le traitement par 

coagulation naturelle (M+F-O+) se situait entre les deux. Au-delà de 10 jours de maturation, les 

concentrations en acide valérique dans le traitement en anaérobiose (M+F-O-) et par coagulation 

acide (M+F+O+) sont devenues stables voire ont diminué alors qu’elle a continué d’augmenter pour 

le traitement par coagulation naturelle en aérobiose.   

La concentration en acide valérique dans le traitement par coagulation acide avait tendance à être 

inférieure à celle dosée pour les autres traitements, comme également le cas pour les acides 

acétique et propionique.   

L’acide valérique, connu pour son odeur désagréable (sueur), serait produit par des microorganismes 

anaérobies facultatifs ou anaérobies stricts. Il est intéressant de noter que la cinétique d’évolution de 

l’acide valérique avait le même profil que la dynamique d’évolution du genre Clostridium. Il pourrait 

également être produit par les genres Lactobacillus (Lactobacillus fermentum), Prevotella ou 

Actinobaculum (chapitre 3). 

e. Conclusion 

Les acides gras volatils (AGV) détectés majoritairement lors de la maturation 4 étaient les acides 

acétique et propionique dans un premier temps, suivis de l’acide valérique. Ces acides organiques 

étaient plus abondants en anaérobiose qu’en aérobiose, laissant penser qu’ils seraient produits par 

des microorganismes anaérobies stricts ou facultatifs ou bien que ces AGV seraient consommés plus 

rapidement en aérobiose. Ces AGV étaient également moins présents dans les traitements par 

coagulation acide, soit par une moindre production soit par une plus forte consommation (Figure 

51D). Sur la base des analyses décrites dans le chapitre 3, ces AGV pourraient être produits par des 

bactéries lactiques hétérofermentaires, des entérobactéries et/ou bien des bactéries du genre 

Clostridium, Dialister, Actinobaculum, Prevotella et Actinomyces. Le profil des AGV produits laisse 

penser qu’une fermentation propionique a eu lieu, avec dégradation de l’acide lactique en acides 

acétique et propionique par des bactéries anaérobies strictes (Clostridium) comme décrit dans 

l’étude de Seeliger (2002). Cette étude présente en effet une production d’acide acétique et 

propionique avec un ratio 1:2, identique à celui retrouvé dans notre étude. Cette réaction libère 

également du CO2, ce qui expliquerait la formation de bulles dans les coagulums. Ceci suggère que la 

concentration en oxygène à l’intérieur des coagulums était probablement faible. La présence de 

bactéries lactiques (chapitre 3) laisse penser que de l’acide lactique aurait été produit mais qu’il 

n’aurait pas été détecté dans nos analyses car rapidement consommé. 
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MATURATION 4 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 

Figure 51 : Évolution des acides gras volatils, avec l’acide acétique (A), l’acide propionique (B), l’acide 
valérique (C), et des inconnus avec l’inconnu N°2 (E) et l’inconnu N°3 (F) ainsi que les acides gras 
volatils totaux (D) lors de la maturation 4 mesurés par HPLC-MS. Les lignes sont uniquement tracées 
pour les traitements avec microorganismes (Ligne pleine : traitement coagulé à l’acide ; ligne 
pointillée : traitement coagulé naturellement). Les barres d’erreur correspondent aux écarts types 
calculées sur les trois répétitions indépendantes. 

(C) 
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 Composés inconnus 4.

L’inconnu N° 1 pourrait être le 2-(2-Ethoxyethoxy)éthanol, qui a été décrit dans des échantillons de 

caoutchouc sec dans une publication récente (Juntarachat, Bouvier et al. 2013). Il faut cependant 

remarquer que ce composé n’a à notre connaissance jamais été décrit comme étant produit par des 

microorganismes.  

L’inconnu N°2 pourrait correspondre à l’acide phénylacétique (ou acide α-toluique). Ce dernier peut 

être produit par les bactéries lactiques via la dégradation de la phénylalanine et est retrouvé en tant 

qu’arôme lors de l’affinage des fromages. Il possède un arôme de miel (Gummalla et Broadbent 

2001). Ce composé a également été décrit comme ayant des propriétés antioxydantes. L’évolution de 

sa concentration a suivi celle de l’acide valérique, sauf qu’à partir de 10 jours de maturation sa 

concentration dans le traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) n’a plus augmenté mais semble 

plutôt s’être stabilisé (Figure 51E).  

L’inconnu N°3 pourrait être l’acide phénylpropionique (ou acide hydrocinnamique). Cet acide est un 

composé volatil avec une odeur de miel et de fleur très utilisé dans l’industrie en tant qu’arôme et 

conservateur, mais également en médecine en tant qu’agent fixateur. Ce composé possède des 

propriétés antimicrobiennes et peut avoir des propriétés antioxydantes et émulsifiantes. Il a été 

rapporté que la présence de bactéries lactiques augmente la teneur en ce composé (Broberg, 

Jacobsson et al. 2007). Notons que la cinétique d’accumulation de l’inconnu N°3 était différente des 

autres AGV. En effet, ce composé était plus abondant dans le traitement par coagulation acide que 

dans les traitements par coagulation naturelle (Figure 51F).  

La proposition d’identification des inconnus N°2 et N°3 est confortée par le fait que les AGV 

correspondants (acide acétique et acide propionique) ont été produits abondamment dans les 

échantillons. Ces acides phénoliques pourraient être produits par bioconversion de ces AGV par les 

microorganismes. Leurs propriétés antioxydantes, conférées par leur fonction phénol, pourraient 

avoir un rôle dans la protection du caoutchouc vis-à-vis de l’oxydation. 

 Québrachitol 5.

Le québrachitol a été détecté par l’analyse par HPLC-MS mais a co-élué avec d’autres composés tels 

que les sucres ce qui n’a pas permis sa quantification par réfractométrie ou spectrophotométrie UV. 

Cependant, dans les traitements avec microorganismes, les sucres ont rapidement disparu (§ II.A). De 

plus le spectre de masse des échantillons correspondant à plus de 2 jours de maturation pour les 

traitements avec microorganismes actifs ne présente plus que les ions correspondant au 

québrachitol au temps de rétention correspondant. Il est donc fort probable que le pic 

chromatographique observé à 10,2 min à partir de 2 jours de maturation corresponde uniquement à 

du québrachitol. Ce composé a donc pu être quantifié à partir du chromatogramme UV pour les 

traitements avec microorganismes à partir de 2 jours de maturation (Figure 52). 

Ces résultats montrent qu’au bout de 2 jours de maturation, la concentration en québrachitol était 

en moyenne de 13 mg/g de latex. Ces résultats sont concordants avec la bibliographie qui rapporte 

une concentration de 10 mg/g dans le latex. Le québrachitol a diminué au cours de la maturation 
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particulièrement entre 5 et 10 jours. Il semble qu’il ait disparu plus lentement en anaérobiose, avec 

une concentration significativement supérieure (test ANOVA) à 15 jours de maturation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats sont d’autant plus intéressants que la bibliographie ne mentionne pas la dégradation du 

québrachitol, et qu’aucun microorganisme capable de dégrader cette molécule n’a été isolé. Il serait 

donc intéressant de continuer les recherches pour identifier les microorganismes responsables de 

cette dégradation.  

 Composés du latex : acide citrique 6.

La Figure 53 présente l’évolution de la teneur en acide citrique lors de la maturation 4 dans les 

sérums de coagulums. L’acide citrique n’a pas été détecté dans le latex frais probablement à cause 

de sa co-élution du TCA ajouté lors de la préparation de l’échantillon.  

L’acide citrique était présent avant maturation et dans les traitements à teneur réduite en 

microorganismes à 2 et 15 jours de maturation. Avant maturation, la concentration en acide citrique 

était de 1,5 mg/g de latex, ce qui était supérieur à la valeur de 0,2 mg/g donnée dans la bibliographie 

(Sethuraj et Mathew 1992). Au bout de 2 jours de maturation, l’acide citrique était indétectable dans 

les trois traitements avec microorganismes actifs alors qu’il était encore détecté dans les traitements 

à teneur réduite en microorganismes. Celui-ci serait donc consommé très vite par les 

microorganismes. L’acide citrique pourrait notamment être consommé par Lactococcus lactis, 

bactérie lactique homofermentaire. En effet, Lactococcus lactis est capable de métaboliser l’acide 

Figure 52: Évolution du Québrachitol lors de la maturation 4 pour les temps et conditions ne 
présentant plus de sucres totaux par dosage à l’anthrone 
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citrique pour donner du CO2, et des acides lactique, formique et acétique. Les autres bactéries 

lactiques métabolisent peu l’acide citrique (McSweeney 2004).   

Pour les traitements avec teneur réduite en microorganismes, la concentration en acide citrique au 

bout de 15 jours était plus faible que pendant les 2 premiers jours pour le même traitement. L’acide 

citrique semble avoir disparu plus rapidement en anaérobiose qu’en aérobiose pour les traitements 

avec teneur réduite en microorganismes. Il se peut que de l’acide formique soit produit par l’espèce 

Lactococcus lactis, ce qui expliquerait la plus forte concentration au bout de 2 jours dans le 

traitement (M+F-O+) qu’avant maturation.  

 

 Composés ajoutés : acide formique et azoture de sodium 7.

La Figure 54 présente l’évolution des concentrations en acide formique et en azoture de sodium au 

cours de la maturation 4. L’acide formique a été ajouté pour forcer la coagulation dans les 

traitements (M+F+O+), (M-F+O+) et (M-F+O-) et l’azoture a été utilisé pour inhiber le développement 

des microorganismes dans les traitements à teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-

). 

L’acide formique a bien été détecté dans les trois traitements où il a été ajouté (Figure 54A). Avant 

maturation, la concentration en acide formique était de 1 mg/g de latex dans le traitement à teneur 

réduite en microorganismes (M-F+O+) et de 0,5 mg/g de latex pour le traitement avec 

microorganismes actifs (M+F+O+) mais avec un écart type important. Il semblerait qu’en 2 h de 

coagulation, cet acide ait déjà été consommé. Ces valeurs sont compatibles avec la quantité de 

solution à 5% d’acide formique ajoutée pour atteindre un pH de 5,2 (environ 10 ml par litre de latex), 

qui correspond à environ 0,5 mg d’acide formique /g de latex.   

Figure 53 : Évolution de la teneur en acide citrique lors de la maturation 4 déterminé par HPLC-
MS 
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Au bout de 15 jours de maturation, l’acide formique a été retrouvé seulement dans le traitement 

avec teneur réduite en microorganismes en anaérobiose (M-F+O-). Ceci est contraire à ce qui a été 

observé pour l’acide citrique, majoritairement retrouvé en aérobiose. Il se pourrait ainsi que l’acide 

citrique soit préférentiellement consommé en aérobiose et l’acide formique en anaérobiose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’azoture de sodium a bien été retrouvé dans les deux traitements où il a été ajouté (Figure 54B). 

Avant maturation, la concentration en azoture était de 0,9 mg/g de latex environ avec un écart type 

important, au lieu de 2 mg/g de latex ajoutés théoriquement. Il se pourrait qu’en 2 h de coagulation 

de l’azoture de sodium se soit déjà en partie évaporé, ou qu’il se soit réparti de façon hétérogène 

entre le coagulum et le sérum.  Au bout 15 jours l’azoture n’était plus détectable. Ceci concorde avec 

les résultats présentés dans les chapitres précédents, qui ont montré un développement de 

microorganismes et une évolution des propriétés pour ces traitements.  

(B) (A) 

Figure 54 : Évolution des concentrations en acide formique (A) et en azoture de sodium (B) au cours 
de la maturation 4 déterminée par HPLC-MS 
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III. Protéines du latex, des sérums de coagulums et du caoutchouc sec 

 Protéines du latex A.

Les protéines ont été extraites du latex propre avant inoculation du latex utilisé pour les traitements 

de maturation 4 (Matériels et méthodes § IV.B.1.b) puis analysées par SDS-PAGE (Matériels et 

méthodes § IV.B.2). La Figure 55 présente la photographie du gel obtenu par SDS-PAGE et le tableau 

32 les résultats de l’analyse de la masse moléculaire apparente correspondant aux différentes 

bandes et de la quantification de leur intensité. 

Ces résultats montrent la présence de 2 bandes intenses ainsi que 3 autres bandes moyennement 

intenses, suivies de nombreuses autres bandes d’intensité faible. Les deux bandes les plus intenses, 

L12 et L14, représentaient 23% de la quantité totale de protéines et correspondaient à des protéines 

de masses moléculaire apparente 24,1 kDa et 15,4 kDa respectivement. Il s’agit probablement de 

deux des protéines majeures du latex, la SRPP (Small Rubber Particle Protein de 22 kDa) et la REF 

(Rubber Elongation Factor de (14,6 kDa). Ces protéines ont été rapportées comme étant les plus 

abondantes à la surface des particules de caoutchouc (bibliographie). 

L’estimation de la concentration en protéines par densitométrie a donné un total d’environ 3 mg de 

protéines/g de latex pour les protéines de masse moléculaire supérieure à 14 kDa. Cette 

concentration est presque 10 fois inférieur à celle de la bibliographie pour la quantité totale de 

protéines, avec 10 à 20 mg de protéines totales/g de latex. Toutefois, ces résultats ne sont pas 

comparables entre eux car des méthodes différentes de dosage ont été utilisées. De plus, dans notre 

cas, seules les protéines de plus haute masse moléculaire ont été intégrées dans l’estimation. Il se 

pourrait bien sûr aussi que la méthode d’extraction que nous avons utilisée ne permette pas la 

récupération de toutes les protéines. 
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Tableau 32: Quantification des bandes de protéines dans le latex en équivalent albumine (66kDa) à 
l’aide le logiciel Phoretix 1D en µg/g de latex frais. Le dépôt (c) n’a pas été pris en compte dans la 
moyenne car présentant des valeurs aberrantes. 

noms Taille (kDa) 
Quantité a  
(µg/g latex) 

 Quantité b  
(µg/g latex) 

Moyenne  
(µg/g latex) 

L1 89,3 73 95 84 

L2 79,7 52 51 52 

L3 62,0 95 99 97 

L4 54,6 152 205 179 

L5 45,5 53 67 60 

L6 40,5 82 93 87 

L7 33,7 127 158 143 

L8 31,0 37 62 49 

L9 29,6 45 47 46 

L10 28,0 132 166 149 

L11 25,2 54 63 59 

L12 24,1 201 320 261 

L13 19,4 57 76 66 

L14 15,4 299 414 356 

Total bandes - 2253 3019 2681 

 

Figure 55 : Gel SDS-PAGE (14% d’acrylamide) des protéines extraites du latex de la maturation 4 avec 
leurs masses moléculaires respectives déterminées avec le logiciel Phoretix 1D sur la base de protéines 
étalons. E = Étalons, a = dépôt de 30 µL, b = dépôt de 20 µL, c = dépôt de 10 µL. Les nombres à côté des 
étalons correspondent aux masses  moléculaires des protéines en kDa. 

E a b c 

L11 (25 kDa) 

L1 (89,3 kDA) 
L2 (79,74 kDa) 

kDa) L3 (62 kDA) 

L5 (45,5 kDa) 

L7 (33,7 kDa) 
L8 (31 kDa) L9 (29,6 kDa) 
L10 (28 kDa) 

L12 (24,1 kDa) 

L14 (15,4 kDa) 

L13  (19,4 kDa) 

L6 (40,5 kDa) 

L4 (54,6 kDa) 
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 Protéines du caoutchouc sec B.

 Dosage de l’azote total des crêpes de caoutchouc sec 1.

La teneur en azote total dans les crêpes de caoutchouc sec a été mesurée par un dosage élémentaire 

de l’azote par combustion sèche (Matériels et méthodes § IV.B.3) sur les échantillons des 

maturations 2, 3 et 4. Les résultats sont présentés par la Figure 56. Cette méthode permet de 

mesurer l’azote total mais ne renseigne pas sur sa forme dans l’échantillon (il ne permet notamment 

pas d’estimer l’état de dégradation des protéines). La répétabilité entre les répétitions 

indépendantes et entre les maturations est très bonne.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Évolution de la teneur en azote élémentaire total (% m/m vs caoutchouc sec) mesurée par 
combustion sèche pour les maturations 2, 3 et 4. Les barres d’erreur correspondent à des écarts types. 
Les lignes sont uniquement tracées pour les traitements avec microorganismes actifs (Ligne pleine : 
traitement coagulé à l’acide ; lignes pointillées : traitements coagulés naturellement). 
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Avant maturation, les crêpes obtenus par coagulation acide du latex avaient un taux d’azote total 

compris entre 0,36 et 0,40% (m/m vs caoutchouc sec). Ces crêpes contenaient plus d’azote (0,40% 

contre 0,37%) lors de la maturation 2 que lors des maturations 3 et 4. Lors des travaux de Zhong 

(2009), le taux d’azote dans le caoutchouc coagulé à l’acide était de 0,55% soit de 0,15% à 0,20% de 

plus que dans notre étude. 

En début de maturation, le taux d’azote élémentaire dans le caoutchouc sec obtenu pour les 

traitements par coagulation acide (M+F+O+) et (M-F+O+) a diminué de 21 à 24% pour atteindre 

environ 0,27% au bout de 2 jours. Cette diminution de l’azote dans les crêpes pourrait être due à des 

pertes, par exemple sous forme d’ammoniac, mais aussi à des différences de répartition de l’azote 

entre le coagulum et le sérum. Au contraire, le taux d’azote pour les traitements par coagulation 

naturelle au bout de 2 jours de maturation était supérieur à celui des échantillons obtenus par 

coagulation acide, avec un taux se situant entre 0,33 et 0,34%. Le mode de coagulation semble donc 

avoir eu un impact sur le taux d’azote total final dans les crêpes de caoutchouc.  

De plus, après 2 jours de maturation seule une faible différence a été observée entre les traitements 

par coagulation acide avec teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) et 

avec microorganismes actifs (M+F+O+). Pour la maturation 4, aucune différence n’a été observée, et 

pour la maturation 3, le taux d’azote dans les traitements avec peu de microorganismes était 

légèrement inférieur à celui observé lors du traitement par coagulation acide. Les microorganismes 

seraient donc peu responsables de la diminution du taux d’azote élémentaire total avant 2 jours de 

maturation. Cette diminution du taux d’azote pourrait être due à l’action d’enzymes natives du latex 

activées à pH acide qui faciliteraient la libération de l’azote. Lors de la panification par exemple, les 

bactéries lactiques jouent un rôle protéolytique faible comparées aux protéases de la farine (Thiele, 

Grassl et al. 2004).  

Après coagulation naturelle, les crêpes pourraient posséder plus d’azote car les protéases natives du 

latex pourraient être dégradées par les microorganismes avant que le pH acide optimal pour leur 

activité ait été atteint. Il se pourrait également que la coagulation acide facilite la solubilisation des 

protéines alors qu’en coagulation naturelle, les molécules azotées seraient mieux intégrées dans la 

structure et seraient moins accessibles pour être soit dégradées soit libérées. Cette différence de 

teneur en azote entre coagulation acide et naturelle pourrait expliquer les dynamiques plus rapides 

observées en coagulation acide par rapport à la coagulation naturelle lors du chapitre 2. Ces résultats 

laissent apparaitre une perspective très intéressante pour produire du caoutchouc à faible teneur en 

azote avec un faible pouvoir allergène.  

Après 2 jours de maturation, le taux d’azote a continué de diminuer mais avec des cinétiques 

différentes selon les traitements et les maturations. En anaérobiose (M+F-O-) le taux d’azote a 

diminué avec la même cinétique pour les trois maturations avec une baisse de 20 à 22%. Il en était de 

même pour les traitements par coagulation acide (M+F+O+) avec une baisse de 30% lors des 

maturations 3 et 4. Pour les traitements par coagulation naturelle en aérobiose (M+F-O+), la 

cinétique était au contraire différente entre les trois maturations. Pour la maturation 2, le taux 

d’azote pour ce traitement a diminué de 37% entre 2 et 15 jours de maturation alors qu’il a diminué 

de 20% pour la maturation 3 et de 16% pour la maturation 4 (Figure 57). La vitesse de diminution du 

taux d’azote après 2 jours était plus rapide dans le traitement par coagulation acide que pour les 

traitements par coagulation naturelle au sein de la même maturation. Ceci pourrait être relié au 
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développement plus important des microorganismes après coagulation acide décrit dans le chapitre 

3. La plus forte vitesse de diminution du taux d’azote était observée pour le traitement (M+F-O+) de 

la maturation 2, suivi des traitements (M+F+O+) des maturations 3 et 4. Ceci semble être relié aux 

différentes cinétiques de pH et de propriétés.  

 

Pour les maturations 3 et 4, une faible différence était observée entre le traitement en aérobiose 

(M+F-O+) et en anaérobiose (M+F-O-) alors que lors de la maturation 2, un écart s’était créé entre les 

deux traitements à partir de 5 jours. Cet écart était de 0,10% à 20 jours de maturation. Ceci semble 

montrer que la perte d’azote pourrait être due à l’action des microorganismes anaérobies facultatifs, 

comme les bactéries lactiques, sans que cela induise une augmentation du pH. Il ne s’agirait donc pas 

d’une dégradation des acides aminés en ammoniac mais plutôt d’une dégradation des protéines qui 

pourrait libérer lentement des peptides. Toutefois, lors de la maturation 2 une population 

strictement aérobie aurait pu se développer accélérant la perte d’azote dans les crêpes, liée aux 

dynamiques de pH. Des microorganismes strictement aérobies pourraient métaboliser les acides 

aminés et, notamment, les désaminer en libérant de l’ammoniac. Il pourrait s’agir d’Actinomycetales 

comme les Pseudoclavibacter et Corynebacterium, présentes en abondance lors de la maturation 2 

mais non lors des maturations 3 et 4 (annexe 4). Le genre Pseudoclavibacter a en effet été décrit 

comme ne possédant pas d’activités protéases mais pouvant dégrader les acides aminés (chapitre 3).  

Les crêpes des traitements avec teneur réduite en microorganismes possédaient après 15 jours de 

maturation des teneurs en azote supérieures en aérobiose et inférieures en anaérobiose, par rapport 

à 2 jours de maturation. Il est également intéressant de noter que le taux d’azote dans les crêpes ne 

diminuait jamais au-delà de 0,20%. Il est ainsi possible qu’une partie de l’azote soit liée au 

caoutchouc et donc non métabolisable.  

 

Figure 57: Évolution de la teneur en azote total (% m/m vs caoutchouc sec) pour les traitements par 
coagulation naturelle (M+F-O+) des maturations 2, 3 et 4. 
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Ces résultats montrent que le taux d’azote total dans les crêpes de caoutchouc sec a diminué au 

cours de la maturation. La perte d’azote était importante au cours des 5 premiers jours de 

maturation pour les traitements par coagulation acide et pourrait être liée à l’action de protéases 

natives du latex plus qu’à des activités microbiennes. De plus, le mode de coagulation a eu un 

impact fort sur la teneur en azote dans les crêpes, avec un caoutchouc plus riche en azote lorsqu’il 

était coagulé naturellement. Au-delà de 5 jours de maturation, des cinétiques différentes de 

diminution du taux d’azote étaient observées entre les différentes maturations et les différents 

traitements, ce qui laisse penser que ces pertes seraient à ce stade principalement liées à des 

activités microbiennes. Cette perte d’azote pourrait se faire lentement sous l’action des 

microorganismes anaérobies, et plus rapidement par l’activité de désamination des acides aminés 

des microorganismes aérobies, induisant une remontée du pH par libération d’ammoniac. Ces 

résultats sont concordants avec les travaux de Zhong (2009) qui a observé également une perte 

d’azote entre 3 et 15 jours de maturation de 0,21% 

 Extraction des protéines du caoutchouc sec et analyse par SDS-PAGE 2.

Les protéines ont été extraites du caoutchouc sec par la méthode décrite dans le chapitre matériels 

et méthodes (§ IV.B.1.c) puis analysées par SDS-PAGE (Matériels et méthodes § IV.B.2). La Figure 58 

présente la photo du gel SDS-PAGE des protéines extraites sur deux crêpes de caoutchouc sec, l’un 

maturé pendant 2 jours et l’autre 15 jours, avec différents volumes de dépôt. Ces crêpes 

correspondent aux traitements (M+F-O+) de la maturation 3. 
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Figure 58: Gel SDS-PAGE (14% d’acrylamide) des protéines extraites des crêpes de caoutchouc du 
traitement avec microorganismes, coagulation naturelle et en aérobiose (M+F-O+) de la maturation 
3 après 2 jours (a) ou 15 jours (b) de maturation. Trois volumes différents ont été déposés : de 30 µL 
(1), 20 µL (2) ou 10 µL (3). Les nombres à côté des étalons correspondent aux masses des protéines 
(kDa). 
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La méthode utilisée pour l’extraction des protéines sur les crêpes maturés de caoutchouc sec est une 

méthode nouvelle qui reste à optimiser. Toutefois cette méthode a été utilisée afin d’obtenir un 

premier résultat qualitatif des protéines présentes dans les crêpes.  

Comme pour le latex, les deux bandes protéiques majoritaires correspondaient à des masses 

moléculaires apparentes de 15,4 et 24,1 kDa et correspondaient probablement à la REF et à la SRPP 

respectivement (Figure 58). Ces protéines sont en effet les 2 protéines décrites comme majoritaires 

dans les particules de caoutchouc et sont retrouvées en abondance dans le latex (§ III.A). La bande la 

plus petite (15,4 kDa) semblait contenir deux bandes.   

Une plus grande quantité de protéines a été extraite du crêpe maturé pendant 2 jours que de celui 

maturé 15 jours (nette diminution de l’intensité des bandes, Figure 58). Ceci semble cohérent avec la 

perte d’azote totale observée au cours de la maturation dans les crêpes et est probablement lié à la 

dégradation/solubilisation des protéines (§ III.B.1). Il faut toutefois souligner que les produits de 

dégradation des protéines ne peuvent pas être observés sur ce type de gel à 14% d’acrylamide, qui 

n’est pas adapté à la séparation de peptides. Il est par ailleurs difficile de quantifier les protéines par 

cette méthode car des problèmes de répétabilité à l’extraction ont été rencontrés (données non 

présentées). Il faudrait donc améliorer la répétabilité de la méthode d’extraction des protéines sur 

caoutchouc sec. 

Peu de différences qualitatives ont été observées entre les crêpes issus des différents traitements. 

Seules quelques bandes supplémentaires, mais très peu intenses par rapport à la REF et la SRPP, ont 

parfois été observées sur d’autres échantillons (données non présentées). Des investigations 

supplémentaires sont nécessaires pour voir si des différences systématiques apparaissent en 

fonction des traitements.  

Ces résultats montrent que la REF et la SRPP sont les protéines majoritairement extraites avec cette 

méthode dans les crêpes de caoutchouc sec et qu’une diminution de la quantité de ces protéines au 

cours du temps de maturation semble se produire. La perte d’azote dans les crêpes serait donc liée 

en partie à une dégradation de ces protéines lors de la maturation. Il est de plus intéressant de noter 

que la diversité des protéines dans les crêpes de caoutchouc maturé apparaît beaucoup moins 

importante que dans le latex.  
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 Protéines du sérum de coagulum C.

 Analyse des protéines du sérum par SDS-PAGE 1.

Les protéines ont été extraites des sérums de la maturation 4 selon la méthode décrite dans le 

chapitre Matériels et Méthodes (§ IV.B.1.b) puis séparées par SDS-PAGE. La Figure 60 présente les 

photographies des gels SDS-PAGE et la Figure 59 et le tableau 33 les listes des bandes protéiques 

avec leur masse moléculaire et leur localisation sur le gel. Les trois dépôts pour un même traitement 

et un même temps correspondent aux trois répétitions indépendantes de maturation. Ces résultats 

montrent que souvent une répétition se démarque des deux autres. 

Les bandes de protéines initialement présentes dans les extraits de latex étaient également 

retrouvées dans les extraits de sérum de coagulum avant maturation, à l’exception des bandes L8 et 

L9. En plus des bandes présentes dans le latex, 10 bandes de protéines supplémentaires ont été 

nettement détectées dans le sérum de coagulum (Figure 59). Parmi elles, les bandes S6 et S3 

semblaient particulièrement abondantes. Il se pourrait que ces protéines soient produites par les 

microorganismes. Toutefois, en comparant le profil SDS-PAGE du traitement avec microorganisme 

actifs (M+F+O+) et de celui avec teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) aucune différence 

n’était visible à l’exception des bandes S5 et S10 qui paraissaient plus intenses dans le traitement à 

teneur réduite en microorganismes. Ceci laisse penser que ces protéines ne seraient pas produites 

par les microorganismes. Il se peut toutefois que certaines protéines aient été produites par des 

microorganismes résistant à l’azoture de sodium. Ces protéines pourraient être présentes dans le 

latex mais non extraites avec la méthode d’extraction utilisée puis libérées lors de la coagulation du 

latex peut-être sous l’action d’enzymes natives du au latex (§ III.B.1) ou bien du fait de phénomènes 

physiques liés à la coagulation. Il faut noter également que les faibles bandes de protéines étaient 

moins visibles dans le gel SDS-PAGE du latex probablement à cause de la qualité du gel ou bien à 

cause de la présence d’un SMEAR.  

Avant maturation, la présence d’un total de 8 µg de protéines de poids moléculaires supérieures à 14 

kDa par milligramme de latex a été évaluée dans les sérums. Ceci est environ 3 fois plus que dans le 

latex, ce qui laisse penser que certaines les protéines de plus de 14 kDa ont pu ne pas être extraites 

dans le latex.  

En début de maturation, une partie importante des bandes protéiques disparaissaient pour passer de 

21 avant maturation à 9 bandes en 2 jours, indiquant une dégradation rapide. Toutefois, aucune 

grande différence n’a été observée d’un point de vue qualitatif entre les traitements avec 

microorganismes actifs et ceux à teneur réduite en microorganismes au bout de 2 jours. Cette 

dégradation pourrait donc se faire par des protéases natives du latex et non par des protéases 

microbiennes, ce qui concorde avec les résultats précédents obtenus sur les pertes initiales d’azote 

dans les crêpes (§ III.B.1). Les bandes observées sur les analyses électrophorétiques des traitements 

avec microorganismes actifs semblaient néanmoins légèrement moins intenses que pour les 

traitements respectifs à teneur réduite en microorganismes, ce qui semble indiquer que les 

microorganismes participeraient également à la dégradation de ces protéines.   

Après 2 jours de maturation, la bande L3/L4 disparaissait dans tous les traitements avec 

microorganismes ainsi que la bande de couleur rose S6. Après 5 jours de maturation, ce qui 
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correspond au début de la phase d’alcalinisation, les protéines de haut poids moléculaires semblent 

moins dégradées dans le sérum. 

Au bout de 15 jours de maturation, une bande protéique de haut poids moléculaire (environ 62 kDa) 

apparait dans les traitements avec microorganismes actifs et en aérobiose. Cette bande semblait plus 

intense dans le traitement par coagulation acide (M+F+O+) qu’en coagulation naturelle (M+F-O+). 

Les protéines contenues dans cette bande pourraient ainsi être liées aux cinétiques de maturation. Il 

pourrait par exemple s’agir d’une enzyme importante dans les dynamiques des communautés 

microbiennes et de propriétés. Il a été rapporté dans la bibliographie qu’une des enzymes clés de la 

dégradation du polyisoprène produite par les actinomycètes, l’enzyme RoXa, fait 65 kDa 

(bibliographie).  

Les traitements avec teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) et (M-F+O-) montrent une 

différence au bout de 15 jours de maturation entre le traitement avec oxygène ou sans oxygène. 

Dans le traitement avec oxygène, les protéines semblent en effet avoir été beaucoup plus dégradées 

que dans le traitement sans oxygène. 

Ces résultats montrent que les protéines observées sur gel d’électrophorèse (masse moléculaire 

>14 kDa) étaient dégradées, en début de maturation probablement par des protéases natives du 

latex et dans un deuxième temps par les enzymes produites par les microorganismes. Des différences 

sont observées entre les traitements et les temps de maturation. Ces résultats devraient être 

approfondis (quantification et identification) mais montrent déjà des profils d’évolution de bandes 

différents entre les traitements qui pourraient être reliés avec les propriétés.  
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Tableau 33 : Liste des bandes de protéines issues du sérum de coagulum à zéro jour de maturation 
observées par SDS-PAGE pour le traitement (M-F+O+). Les bandes de protéines (S) correspondent aux 
protéines retrouvées uniquement dans le sérum et les bandes de protéines (L) celles retrouvées dans 
le latex et dans le sérum. 

noms protéines Poids (kDa) 
Rep 1 

(ng/mg de latex) 
Rep 2 

(ng/mg de latex) 
Rep 3 

(ng/mg de latex) 
Moy 

(ng/mg de latex) 
E CV 

S1 113 172 53 57 94 67 28 
S2 107 61 75 72 69 7 71 
L1 92 70 125 142 112 38 10 
L2 86 246 109 212 189 71 34 
S3 78 129 233 320 228 96 38 
S4 71 627 124 271 341 258 42 

L3/L4 62 149 607 710 489 299 76 
L5 46 65 73 122 87 31 61 
L6 43 129 197 255 193 63 35 
S5 39 102 170 246 173 72 33 
L7 35 192 175 243 203 35 42 

L10 29 919 942 1144 1002 124 17 
S6 26 319 303 347 323 22 12 

L11 25 183 215 249 216 33 7 
L12 23 684 692 754 710 38 15 
S7 21 34 56 118 69 44 5 
S8 20 60 67 99 76 21 63 

L13 19 325 300 384 336 43 27 
S9 17 92 90 117 100 15 13 

S10 16 119 139 108 122 16 15 
L14 14 873 836 936 882 50 13 

Total - 7045 7071 9213 7777 1244 16 

L14 

L13 

L12 
L11 

L10 

L7 

L6 
L5 

L3/L4 

L2 L1 

dépôt 
S1 S2 

S3 S4 

S5 

S6 

S7 S8 

S9 

Figure 59: Localisation des bandes de protéines avec leurs identifiants sur gel SDS-PAGE du sérum de 
coagulum à zéro jour de maturation. Les bandes de protéines (S) correspondent aux protéines 
retrouvées uniquement dans le sérum et les bandes de protéines (L) celles retrouvées dans le latex et 
dans le sérum. 

S10 

Latex 
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Figure 60: Gel SDS-PAGE des protéines extraites sur les sérums de coagulums de la maturation 4. Les 
échantillons ont été normalisés et déposés à volume de latex équivalent. E = étalon. Les nombres à côté 
de l’étalon correspondent aux masses moléculaires des protéines exprimées en kDa. Les trois pistes par 
traitement et temps de maturation correspondent aux trois répétitions indépendantes de maturation. 
Le même volume de sérum normalisé est déposé dans chaque puits. 
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 Suivi des activités enzymatiques par galerie APIZYM  2.

La présence de diverses activités enzymatiques a été suivie dans les sérums de la maturation 3 par 

des galeries APIZYM. La liste des activités détectables par cette méthode est donnée dans la partie 

Matériels et Méthodes § IV.C. Les résultats sont présentés sous forme de graphiques avec pour 

chaque activité enzymatique son niveau d’activité estimé visuellement et numéroté de 0 à 5, le 

chiffre 5 correspondant à une activité enzymatique maximale. Cette méthode n’étant pas très 

précise (+/- 1 niveau d’intensité, réponse pas nécessairement linéaire), seules les grandes différences 

seront discutées.  

Parmi les activités enzymatiques testées, celles ne dépassant jamais 2 en intensité ne sont pas 

présentées. Il s’agit des activités (4) lipase (C14), (7) cystine arylamidase, (8) trypsine, (14) β-

glucuronidase, (15) α-glucosidase, (16) β-glucosidase, (18) α-mannosidase et (19) α-fucosidase.  Au 

contraire, les activités phosphatase (phosphatase alcaline, phosphatase acide et naphtol-AS-BI-

phosphohydrolase), estérase (C4), estérase lipase (C8), protéase (leucine arylamidase, valine 

arylamidase et α-chymotrypsine) et osidases (α-galactosidase, β-galactosidase et N-acétyle-β-

glucosamine) ont été fortement retrouvés dans les sérums de coagulum. Parmi celles-ci, les activités 

α-galactosidase, β-galactosidase, N-acétyle-β-glucosamine, leucine aminopeptidase (arylamidase), 

phosphatase acide et carboxylestérase (estérase) ont déjà été rapportées dans le latex 

(bibliographie). Ces activités proviendraient des lutoïdes, sauf les activités leucine aminopeptidase et 

carboxylestérase (estérase) qui ont été détectés également dans le sérum. Les activités β-glucosidase 

et α-mannosidase ont été mentionnées dans la bibliographie mais ont été très peu détectées dans 

notre étude. 

a. Activités phosphatase 

Les trois activités phosphatases proposées par le kit ont été détectées avec (1) la phosphatase 

alcaline, (10) la phosphatase acide et (11) la naphtol-AS-BI-phosphohydrolase. Ces activités sont 

présentées sur la Figure 61. Les phosphatases participent aux réactions de déphosphorylation. Une 

activité phosphatase alcaline était fortement présente lors de la maturation 3 (Figure 61A).  

Au bout de 2 jours, cette activité était plus importante dans les traitements avec inoculation de 

microorganismes qu’avec faible teneur en microorganismes. Cette activité serait donc d’origine 

microbienne. Cette activité diminue au cours du temps de maturation. Après 15 jours de maturation, 

le traitement (M+F-O+) se distinguait des autres traitements par une activité plus forte.   

Une activité phosphatase acide a été également fortement détectée, avec un maximum d’activité à 5 

jours de maturation, ce qui semblait suivre l’évolution du pH (Figure 61B). En effet, comme son nom 

l’indique, ce type d’enzyme est fortement active à pH acide. Au bout de 2 jours de maturation, cette 

activité semblait plus présente dans les traitements à teneur réduite en microorganismes. Elle 

proviendrait donc du latex plutôt que de l’activité microbienne. Ces résultats sont concordants avec 

la bibliographie qui montre qu’une forte activité phosphatase acide est détectée dans le sérum 

lutoïdique.  

L’activité naphtol-AS-BI-phosphohydrolase était aussi plus importante à 2 jours de maturation dans 

les traitements avec faible teneur en microorganismes qu’avec microorganismes (Figure 61C). Cette 
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enzyme serait donc plutôt native du latex. De plus, les microorganismes pourraient diminuer cette 

activité probablement, par dégradation des enzymes du latex. Cette activité, qui n’a pas été décrite 

dans la bibliographie, diminuait au cours de la maturation sans suivre les évolutions de pH, 

contrairement à la phosphatase acide.  

 

 

  

Figure 61 : Activités phosphatase détectées par galerie APIZYM lors de la maturation 3 avec (1) 
phosphatase alcaline, (10) phosphatase acide et (11) naphtol-AS-BI-phosphohydrolase. Les lignes sont 
uniquement tracées pour les traitements avec microorganismes (Ligne pleine : traitement coagulé à 
l’acide ; ligne pointillée : traitement coagulé naturellement). Les barres d’erreur correspondent aux 
écarts types calculées sur les trois répétitions indépendantes. 

(A) (B) 

(C) 
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b. Activités estérase et lipase 

Parmi ces activités, l’activité (2) estérase (C4) et (3) estérase lipase (C8) ont été détectées fortement.  

L’activité estérase (C4) était détectée au bout de 2 jours sans distinction entre les traitements avec 

microorganismes actifs et les traitements à teneur réduite en microorganismes (Figure 62A). Il 

pourrait donc s’agir d’une activité d’origine non microbienne. Cette activité augmentait dans les 

traitements par coagulation naturelle jusqu’à atteindre un maximum à 5 jours pour ensuite diminuer. 

L’évolution de cette activité semblait liée au pH tout comme la phosphatase acide, avec une 

augmentation lors de la phase d’acidification. Ces estérases pourraient dégrader des esters d’acides 

gras comme rapporté dans l’étude de (Juntarachat, Bouvier et al. 2013). Le type de coagulation 

semblait affecter l’évolution de cette activité, avec une baisse de l’activité lorsque le latex est 

coagulé à l’acide plutôt que naturellement.   

Une forte activité estérase lipase (C8) a également été observée dès les premiers jours de maturation 

pour tous les traitements avec microorganismes actifs (Figure 62B). Après 2 jours de maturation, ces 

activités étaient détectées très faiblement dans les traitements avec teneur réduite en 

microorganismes, contrairement aux traitements avec microorganismes actifs. Cette activité serait 

donc plutôt d’origine microbienne. Son évolution suivait la dynamique du pH avec une activité 

maximale à 2 et 5 jours de maturation, c’est-à-dire à pH acide. Après 5 jours de maturation, cette 

activité diminuait pour tous les traitements et semblait être à nouveau plus forte au bout de 15 jours 

pour le traitement (M+F-O+).  

Ces résultats montrent que les lipides seraient plutôt dégradés en début de maturation, lorsque le 

pH est acide (jusqu’à 5 jours), par des lipases natives du latex mais également produites par des 

microorganismes se développant à pH acide. Ces lipases pourraient intervenir dans le mécanisme 

de réduction de la P0 et de la P30 se passant à pH acide (chapitre 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 62: Évolution des activités enzymatiques de type lipase dans les sérums de coagulum de la 
maturation 3. Le point estompé correspond à une seule répétition indépendante, les autres n’étant 
pas disponibles. 

(A) (B) 
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c. Activités protéases 

Un total de 3 activités protéases fortes ont été détectées lors de la maturation 3 avec (5) la leucine 

arylamidase, (6) la valine arylamidase et (9) l’α-chymotrypsine. Ces trois activités sont présentées sur 

la Figure 63. Les arylamidases sont des exopeptidases actives sur des peptides, des amides et des 

arylamides (Acosta-Martıńez et Tabatabai 2001) alors que la chymotrypsine est une endoprotéase 

clivant les protéines au niveau C-terminal des acides aminés aromatiques.  

Ces trois activités étaient plus intenses au bout de 2 jours dans les traitements avec microorganismes 

qu’à teneur réduite en microorganismes (Figure 63). Elles seraient donc essentiellement d’origine 

microbienne. Les activités arylamidases étaient maximales à 2 jours pour ensuite diminuer au cours 

du temps de maturation alors que l’α-chymotrypsine suivait une tendance différente. 

Après avoir atteint le maximum détectable (saturation du test) dès les premiers jours de maturation, 

l’activité leucine arylamidase diminuait à partir de 10 jours de maturation. Par contre, l’activité valine 

arylamidase diminuait dès 2 jours de maturation. Ces deux activités diminuent plus rapidement dans 

le traitement par coagulation acide (M+F+O+) que dans les traitements par coagulation naturelle 

(M+F-O+) et (M+F-O-).   

L’activité α-chymotrypsine augmentait au cours des 5 premiers jours de maturation dans le 

traitement par coagulation acide et diminuait ensuite (Figure 63C). Dans les traitements par 

coagulation naturelle, cette activité était moins intense. Elle augmentait également dans le 

traitement en aérobiose (M+F-O+) pour atteindre un maximum au bout de 10 jours avant de 

diminuer. Il est intéressant de noter que cette activité semblait suivre la même évolution que celle 

des bactéries du genre Enterococcus (chapitre 3 § III.C.2.a). 

Ces résultats montrent que les activités protéases détectées par galerie APIZYM dans le sérum 

semblent essentiellement d’origine microbienne. Les activités arylamidases seraient très actives 

dans un premier temps, permettant de dégrader les protéines par leurs extrémités pour ensuite se 

combiner avec des endopeptidases. Les activités microbiennes de type protéases seraient donc 

très importantes de 2 à 10 jours de maturation. Il a été précédemment supposé que les premiers 

mécanismes de perte d’azote dans les crêpes étaient d’origine endogène au latex. Il se pourrait 

ainsi que les protéases du latex, possiblement encastrées dans les parois des particules, libèrent 

des molécules azotées (acides aminés, peptides) dans le sérum, qui pourraient ensuite être 

métabolisées par les microorganismes ou encore plus dégradées via leurs propres protéases. Les 

activités arylamidases, produites par des communautés microbiennes qui se développement en 

milieu acide, pourraient participer à la dégradation des peptides apparaissant dans le sérum et 

ainsi libérer des acides aminés dans le milieu ; ceux-ci pourraient favoriser ensuite son 

alcalinisation par désamination des acides aminés. Ces résultats concordent avec l’observation de 

la libération dans le sérum de protéines (>14kDa) observées sur gel SDS-PAGE par des mécanismes 

non microbiens suivie par des dégradations progressives de ces protéines libérées (§ III.C.1) et par 

la libération primaire de l’azote des crêpes par des protéases natives du latex (§  III.B.1). 
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d. Activités osidases 

Un total de trois activités osidases significatives ont été retrouvées lors de la maturation 3 : (12) α-

galactosidase, (13) β-galactosidase et (17) N-acétyl-β-glucosamine. L’évolution de ces activités est 

présentée sur la Figure 64. Les trois activités osidases ne se différenciaient pas au cours des 2 

premiers jours entre les traitements avec microorganismes actifs et avec faible teneur en 

microorganismes. Il est fort probable que ces activités soient natives (issues de l’hévéa) comme 

rapporté dans la bibliographie, par exemple des enzymes des lutoïdes. La N-acétyl-β-glucosamine 

dégrade les hétérosides (sucres + autres molécules) et les sucres aminés. Les galactosidases 

hydrolysent les galactosides (hétérosides avec un résidu galactose) et les glycoprotéines. Ces 

enzymes pourraient donc dégrader les glycoprotéines et glycolipides. 

Figure 63: Activités protéase et lipase détectées lors de la maturation 3 par galerie APIZYM avec (5) la 
valine  arylamidase, (6) leucine arylamidase et (9) l'α-chymotrypsine et (2) l’activité estérase (C4) 

(A) (B) 

(C) 
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L’activité α-galactosidase augmentait entre 2 et 5 jours de maturation pour atteindre un maximum 

au bout de 5 jours puis diminuer (Figure 64A). Aucune différence n’était observée entre les 

traitements. L’évolution de cette activité était similaire à celle de la phosphatase acide, et pourrait 

être comme elle originaire des lutoïdes. 

La β-galactosidase suivait la même évolution que l’ α-galactosidase, avec une différence pour le 

traitement par coagulation naturelle (M+F-O+) pour lequel cette activité semblait plus faible que 

pour les autres traitements (Figure 64B). Cette activité suit la même évolution que l’activité estérase 

(C4).   

L’activité N-acétyl-β-glucosamine était maximale à 2 jours pour ensuite diminuer. Cette activité 

semblait moins intense dans le traitement par coagulation acide (M+F+O+). Les microorganismes se 

développant plus abondamment par coagulation acide (chapitre 3), ils pourraient dégrader plus vite 

ces enzymes. L’évolution de cette activité est similaire à celle de l’activité valine arylamidase.  

Ces résultats indiquent que les activités osidases seraient natives du latex. Ces activités sont 

particulièrement élevées à pH acide tout comme les activités protéases et lipases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 64: Évolution des activités osidase détectées par galerie APIZYM au cours de la maturation 3 
avec l’activité (12) α-galactosidase, (13) β-galactosidase et (17) N-acétyl-β-glucosaminidase.  

(A) (B) 

(C) 
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e. Conclusion 

Les principales activités enzymatiques dans le sérum de coagulum proviennent à la fois des enzymes 

natives du latex et des enzymes produites par les microorganismes. Ces résultats semblent montrer 

que les activités phosphatase acide, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, estérase (C4) et les activités 

osidases sont natives du latex alors que les activités protéase (leucine arylamidase, valine 

arylamidase et α-chymotrypsine), estérase lipase (C8) et phosphatase alcaline proviennent des 

microorganismes.    

La Figure 65 présente les corrélations entre ces différentes activités enzymatiques microbiennes. Les 

activités phosphatase acide, estérase lipase (C8) et valine arylamidase semblent corrélées. Ces 

enzymes suivraient les mêmes dynamiques. Les activités leucine arylamidase et α-chymotrypsine 

suivraient au contraire des dynamiques différentes. Parmi les protéases microbiennes, l’activité 

α-chymotrypsine semble être liée au développement de bactéries lactiques, avec particulièrement 

les espèces Enterococcus italicus et Lactobacillus fermentum (chapitre 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les activités protéases, lipases et osidases sont très intenses à 2 et 5 jours de maturation et 

diminuent par la suite. Les activités enzymatiques dans le sérum seraient donc très intenses en début 

de maturation. Il serait intéressant de pouvoir corréler ces activités enzymatiques aux dynamiques 

d’apparition et de disparition des protéines (gels SDS-PAGE). Il serait possible de séquencer les 

protéines du sérum retrouvées en SDS-PAGE. 

Figure 65: Corrélations entre les différentes activités microbiennes retrouvées lors de la maturation 3. 
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IV. Lipides du latex et du caoutchouc sec 

Les lipides totaux du latex et des crêpes de caoutchouc sec ont été extraits avec un mélange de 

chloroforme/méthanol (2 :1) puis les lipides neutres ont été séparés par chromatographie sur couche 

mince (CCM) avec une double élution (Matériels et méthodes § IV.D). 

 Lipides neutres du latex A.

Les lipides totaux extraits du latex des maturations 3 et 4 ont été quantifiés (Tableau 34). Ces 

résultats montrent qu’environ 3,2 % (m/m vs caoutchouc sec) de lipides ont été retrouvés dans le 

latex des maturations 3 et 4.  

Tableau 34: Pourcentage de lipides totaux extrait dans le latex exprimé par rapport au poids de 
caoutchouc sec recueilli dans la coupelle lors de l'extraction.  

% lipides totaux 
(m/m vs caoutchouc) 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 M E CV (%) 

Latex maturation 3 3,30 3,24 3,07 3,2 0,12 4 
Latex maturation 4 2,86 - 3,46 3,2   

 

D’un point de vue qualitatif, la CCM réalisée sur les lipides frais extrait des latex des maturations 3 et 

4 laissait apparaitre un total de 7 spots (Figure 66). Des stérols, du γ-tocotriénol et des esters de 

stérols ont pu être identifiés. Parmi ces spots, quatre n’ont pas de correspondance avec un standard 

et ont été notées « inconnu ». De récents résultats au sein de notre laboratoire laissent penser que 

les inconnus 1 et 2 seraient des dérivés du γ-tocotriénol. L’inconnu 3 reste non identifié mais pourrait 

correspondre à un autre type de triglycérides. L’inconnu 4 correspondrait aux triglycérides d’acide 

furanique (TGF), présent en quantité parfois très importante dans le latex. Il est possible que dans 

cette tache se trouve également de l’α-tocotriénol. Le latex frais ne contient pratiquement pas 

d’acides gras libres, ce qui montre une bonne conservation du latex avant extraction dans nos 

expériences. 

.  
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Figure 66: CCM des lipides neutres extraits du latex frais des maturations 3 et 4. Les 2 premières pistes 
correspondent au standard (S) déposé en différentes quantités et les 6 dernières pistes au dépôt des lipides 
extrait du latex. Les trois premiers dépôts correspondent aux trois répétitions des extraits de la maturation 3 
(de 3a à 3c), et les trois dépôts suivant les répétitions des extraits de la maturation 4 (de 4a à 4c).  

3a 3b 3c   4a 4b 4c 
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 Lipides neutres du caoutchouc sec B.

 Quantification des lipides totaux 1.

D’un point de vue quantitatif, les teneurs en lipides totaux extraits des crêpes de caoutchouc sec 

variaient entre 1,6% et 2,6% (m/m vs caoutchouc sec). Ces quantités étaient inférieures à celles 

retrouvées dans le latex, vraisemblablement par suite d’une hydrolyse rapide des lipides polaires se 

trouvant dans le latex (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). La Figure 67 présente l’évolution des 

lipides totaux extraits des crêpes de caoutchouc sec lors des maturations 3 et 4.  

 

Avant maturation, les teneurs en lipides totaux présents dans les échantillons issus du traitement 

avec microorganismes (M+F+O+) semblaient inférieures à celles du traitement avec faible teneur en 

microorganismes (M-F+O+). Cette différence était significative (ANOVA) pour la maturation 3 mais 

non pour la maturation 4 (fort écart type du traitement (M+F+O+)). L’ajout de l’inoculum ou l’activité 

des microorganismes durant les 2 heures de coagulation pourraient ainsi amener à une diminution 

de la quantité de lipides dans les crêpes par dégradation ou bien à une extraction plus difficile des 

lipides. La quantité de lipides était également significativement plus haute dans le traitement à 

teneur réduite en microorganismes (M-F+O+) de la maturation 3 que lors de la maturation 4, avec 

respectivement 2,3 et 2,1 % (m/m) de lipides totaux dans le caoutchouc sec. Ceci pourrait venir d’une 

dégradation plus ou moins rapide des lipides selon les maturations. 

Pour les traitements avec microorganismes actifs et en anaérobiose (M+F-O-) des maturations 3 et 4, 

la quantité de lipides totaux extractibles augmentait au cours du temps de maturation jusqu’à 10 

jours pour ensuite diminuer entre 10 et 15 jours.  

Pour les traitements par coagulation acide (M+F+O+), la teneur en lipide totaux augmentait pour 

ensuite diminuer. Ainsi, lors de la maturation 3, la teneur en lipides a atteint un maximum au bout de 

Figure 67 : Évolution des teneurs en lipides totaux au cours des maturations 3 et 4 
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2 jours de maturation pour ce traitement alors que pour la maturation 4, ce maximum était atteint 

entre 5 et 10 jours de maturation. Les cinétiques semblent donc différentes. 

Pour les traitements par coagulation naturelle, avec microorganismes actifs et en aérobiose (M+F-

O+), la quantité de lipides totaux extractibles était stable lors de la maturation 4 alors qu’elle 

diminuait lors de la maturation 3 particulièrement entre 10 et 15 jours de maturation.  

Pour les témoins négatifs, la quantité de lipides totaux extractibles après 15 jours de maturation était 

équivalente ou légèrement inférieure à la quantité de lipides après 2 jours de maturation pour le 

même traitement. Le traitement témoin (M-F+O+) de la maturation 3 faisait exception avec une 

quantité supérieure à 15 jours par rapport à la quantité extraite après 2 jours.  

La quantité de lipides totaux extractibles évolue au cours du temps selon les traitements et les 

maturations. L’augmentation de cette quantité pourrait être liée soit à une meilleure extractibilité 

des lipides, soit à une réelle augmentation de la teneur en lipides totaux par un apport extérieur 

(anabolisme microbien). Les cinétiques sont différentes entre les traitements et les maturations, ce 

qui laisse penser que les microorganismes pourraient avoir un impact sur l’évolution de la 

composition en lipides. Les traitements avec les plus forts taux de lipides sont ceux avec 

microorganismes et en anaérobiose (M+F-O-), ainsi que ceux avec teneur réduite en 

microorganismes. Ceci laisse penser que la présence d’oxygène et de microorganismes a un effet 

négatif sur la quantité de lipides. Des phénomènes d’hydrolyse pourraient faire augmenter la 

quantité de lipides extractibles, cet effet pouvant cependant être contrebalancé de façon plus ou 

moins importante par des phénomènes d’oxydation et de dégradation des lipides par les 

microorganismes.  

 Caractérisation des lipides neutres 2.

D’un point de vue qualitatif, un total de 11 spots a été détecté pour la plaque présentant le plus de 

spots (traitement (M+F+O+) de la maturation 3). Cette plaque est présentée en Figure 68 avec la 

disposition des différentes taches ainsi que leurs identifiant. Sur ces 11 taches, 4 ont été identifiées 

et 7 restent inconnues. Les inconnus 1, 2, 3 et 4 sont les mêmes que ceux retrouvés dans le latex. 

L’inconnu 6 pourrait être un acide gras libre de type acide furanique. L’inconnu 7 correspond 

probablement à des diglycérides (Liengprayoon, Chaiyut et al. 2013). L’inconnu 5 reste non identifié. 

Peu de taches sont identifiées avec certitude et peuvent donc être calibrées. De plus des problèmes 

de quantification ont été rencontrés. Les résultats sont donc exposés en présentant les grandes 

tendances d’évolution lors des maturations 3 et 4 pour chaque classe de lipides en relatif par rapport 

aux lipides totaux (Tableau 35).  
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Les résultats du Tableau 35 montrent que la teneur en certains composés n’évoluait pas au cours de 

la maturation. Il s’agit des esters de stérols, des stérols libres et des inconnus 1 et 3. L’inconnu 5 a été 

détecté seulement dans le traitement (M+F+O+) de la maturation 3 et ce composé n’évoluait pas au 

cours du temps. Les composés qui semblent concernés par les types de traitements et les séries de 

maturation sont l’inconnu 2, l’inconnu 4 (TGF), les γ -tocotriénols, les acides gras libres, l’inconnu 6 et 

l’inconnu 7 (diglycérides).  

L’inconnu 2 (esters de stérols ou dérivés de γ-tocotriénols) disparaissait au cours du temps de 

maturation dans les traitements avec microorganismes actifs, sauf pour les traitements par 

coagulation acide (M+F+O+), où la proportion de ce composé semblait augmenter entre 2 et 5 jours 

puis diminuer. Dans les traitements avec faible teneur en microorganismes, ce composé était présent 

en faible proportion ou non détecté. Les teneurs relatives en lipides correspondant à l’inconnu 2 

pourraient augmenter dans un premier temps avant 2 jours de maturation par hydrolyse 

microbienne, avant métabolisation par les microorganismes.  

L’inconnu 4 (TGF) disparaissait au cours de temps de maturation pour certains traitements, avec 

préférentiellement les traitements avec microorganismes actifs et avec oxygène. Ce composé 

disparaissait pour les traitements (M+F+O+) des maturations 3 et 4 et le traitement (M+F-O+) de la 

maturation 3. Ces trois traitements étant ceux qui présentaient les plus fortes évolutions de pH, la 

disparition de ce composé pourrait être liée à l’activité des microorganismes. Ce composé était 

présent de façon stable dans les autres traitements, sauf pour le traitement (M+F-O-) de la 

maturation 4 où il diminuait également au cours du temps. L’activité estérase lipase (C8) mis en 

évidence dans le sérum était identique entre les traitements avec microorganismes actifs et 

maximale à 5 jours alors, que l’abondance relative des triglycérides ne diminue pas dans le 

traitement en anaérobiose (M+F-O-). Une partie des lipases hydrolysant les triglycérides pourraient 

donc être activée en présence d’oxygène. 

Inc 7 

Maturation 3 – M+F+O+ 

Inc 6 
 β-sitostérol 
Acide gras libres 

γ-toco. 

Inc 3 
Inc 4 

Inc 5 
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Inc 2 
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 β-sitostérol 

Acide oléique 

γ-tocotriénol 

trioléine 
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dépôt dépôt 

Standard J0 J2 J5 J10 J15 

Figure 68: CCM des lipides neutres extraits des échantillons du traitement (M+F+O+) de la 
maturation 3. Légende : inc = inconnu 
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Les γ-tocotriénols n’étaient pas détectés dans la plupart des traitements. Dans les autres, leur teneur 

paraissait stable, sauf dans les traitements avec microorganismes actifs, coagulation naturelle et 

oxygène (M+F-O+) où elle diminue. Ces composés sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et 

pourraient avoir un impact sur le PRI.  

Les teneurs en acides gras libres étaient stables ou augmentaient lors des différents traitements. 

Cette augmentation des acides gras libres pourraient provenir de l’hydrolyse des divers esters 

d’acides gras (triglycérides, phospholipides, glycolipides…).  

L’inconnu 6 était présent seulement dans les traitements par coagulation acide, où il devenait de 

moins en moins abondant au cours de la maturation.  

La teneur en inconnu 7 (diglycérides) augmentait dans tous les traitements sauf dans le traitement 

(M+F+O+) des maturations 3 et 4, où ce composé était présent de façon stable entre 2 et 15 jours de 

maturation mais augmentait pendant les 2 premiers jours. L’hydrolyse des triglycérides pourrait ainsi 

être plus rapide dans les traitements par coagulation acide, amenant à une accumulation transitoire 

de diglycérides. 

Parmi tous ces composés, ceux évoluant de façon différente selon les traitements et les maturations 

en lien avec les cinétiques de propriétés semblent être les triglycérides. Toutefois ces résultats 

seraient à approfondir afin de tirer de meilleures conclusions en réalisant une quantification en 

valeur absolue de tous ces lipides ainsi qu’en analysant la composition des acides gras totaux et des 

lipides polaires (glycolipides et phospholipides). 
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Tableau 35 : Évolution des classes de lipides neutres (% vs lipides totaux) au cours des maturations 3 et 4 entre 2 et 15 jours de maturation déterminée par 
CCM. L’évolution pour les traitements (M+F+O+) et (M-F+O+) est donnée entre 0 et 15 jours. Les flèches vertes montantes correspondent à une augmentation 
de l’abondance du composé, les flèches rouges descendantes à une diminution, et les flèches noires stables à teneur relative stable. 

  
maturation 3 maturation 4 

  

 

 

  
 

  

 

 

 

 
Rf M+F-O+ M-F+O+ M+F+O+ M+F-O- M-F+O- M+F-O+ M-F+O+ M+F+O+ M+F-O- M-F+O- 

Esters de stérols 0,89 
 

  
       

Inconnu 1  
(hyp : dérivés γ-tocotriénols) 

0,84   

 
 

 

 

 

 

 

  

Inconnu 2 
(hyp : dérivés γ-tocotriénols) 

0,76 

 

n.d. 
  

 

n.d. 

 

n.d. 
 
 

  
 

Inconnu 3 0,57 
 

   
   

 

  

  
 

Inconnu 4  
(hyp : TGF) 

0,52 
 

 

 

 
 

 

 

  

n.d. 

Inconnu 5 0,48 n.d. n.d. 

 

n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d. n.d. 

γ-tocotriénols 0,44 

 

n.d. 
 

n.d. n.d. 

 

n.d n.d   

Acides gras libres 0,36  

 

 

 
 

 

 
 

 

 

Inconnu 6 0,28 n.d. 
 

 

n.d. 
 

n.d. 

  

n.d. 
 

Stérols  0,23 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Inconnu 7  
(hyp : diglycérides) 

0,16  n.d 
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V. Conclusion 

Ces résultats montrent que la composition biochimique du caoutchouc et du sérum de coagulum 

évolue au cours du temps de maturation en lien avec le développement des microorganismes mais 

également avec les enzymes natives du latex. Très rapidement les composés présents dans le latex 

sont consommés par les microorganismes. Les sucres du latex sont consommés (§ II.A) ainsi que les 

acides organiques présents naturellement (acide citrique) ou ajoutés (acide formique) avant sa 

coagulation. Le québrachitol serait également dégradé mais dans un deuxième temps.  

Lors de la coagulation, des protéines seraient libérées dans le sérum (comparaison gel SDS PAGE du 

latex et gel SDS-PAGE du sérum avant maturation). Ces protéines pourraient être contenues dans les 

particules du latex, comme par exemple les hydrolases contenues dans les lutoïdes, puis libérées 

dans le sérum à la coagulation. Ensuite, les protéines du sérum et celles restant dans le caoutchouc 

sec seraient rapidement dégradées comme montré par les évolutions du taux d’azote dans les crêpes 

et les évolutions des profils de protéines dans le sérum (gels SDS-PAGE). La diminution du taux 

d’azote dans les crêpes pourrait être liée à la dégradation des protéines et à la solubilisation de leurs 

produits de dégradation dans le sérum. Le catabolisme des acides aminés peut également aboutir à 

un transfert de l’azote dans l’air sous forme d’ammoniac. Le caoutchouc sec coagulé à l’acide avant 

maturation comprend entre 0,35 et 0,40 % (m/m vs caoutchouc sec) d’azote total. Ce taux d’azote 

dans les crêpes est lié au mode de coagulation, avec un taux d’azote plus faible au bout de 2 jours 

lorsque le caoutchouc est coagulé à l’acide qu’avec une coagulation naturelle. Ceci pourrait être lié à 

un phénomène mécanique (moins bonne intégration des protéines dans le réseau lorsque le latex est 

coagulé à l’acide) ou bien à un phénomène biochimique (activation rapide de protéases par 

abaissement du pH). Ces protéases pourraient être dans un premier temps des enzymes endogènes 

au latex puis dans un deuxième temps produites par les microorganismes. L’azote solubilisé en début 

de maturation pourrait être notamment être lié aux fortes activités de type arylamidases retrouvées 

dans le sérum (§ III.C.2.c). Bien que la perte d’azote soit plus importante au bout de 2 jours dans les 

crêpes coagulés à l’acide, les profils SDS-PAGE du sérum à 2 jours semblent identiques entre les 

traitements coagulés naturellement ou à l’acide. L’azote libéré serait donc rapidement métabolisé 

par les microorganismes dans le sérum et ne s’accumulerait pas ; ceci qui pourrait également 

expliquer la plus forte croissance de microorganismes dans le traitement (M+F+O+). Il se peut 

également que les différences entre traitements ne soient pas visibles dans la gamme de masses 

moléculaires analysables dans les conditions de SDS-PAGE mises en œuvre.  

La perte d’azote induite dans le caoutchouc sec par l’activité des microorganismes au-delà de 2 jours 

de maturation est plus lente et associée aux dynamiques de pH. Cette perte, probablement liée à 

l’hydrolyse des protéines, est observée tant en aérobiose qu’en anaérobiose. Toutefois, après 5 jours 

de maturation une décroissance rapide du taux d’azote liée à la remontée de pH peut être observée 

en aérobiose (maturation 2 et traitement (M+F+O+) des maturations 3 et 4). Ceci pourrait être lié à 

l’action de communautés microbiennes aérobies se développant à pH basique (actinomycètes) et 

capables de dégrader les acides aminés contenus dans le caoutchouc. Il se pourrait également que 

ces communautés microbiennes soient liées indirectement à la diminution du taux d’azote. En effet 

elles pourraient augmenter le pH du milieu par désamination des acides aminés se trouvant dans le 

sérum et activer ainsi des protéases alcalines natives du latex contenues dans le caoutchouc. Une 

perspective intéressante serait donc l’identification des protéines majoritaires retrouvées sur les gels 
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SDS-PAGE du sérum ainsi que l’analyse de leur répartition entre le coagulum et le sérum. Ceci 

pourrait permettre de mieux comprendre les dynamiques d’évolution des protéines et leur rôle dans 

la structuration du caoutchouc sec. Des bilans d’azote sur le latex, le sérum et le coagulum 

apporteraient également des informations intéressantes.  

Le latex et le caoutchouc sec sont également riches en lipides, avec 1,5% à 3% (m/m vs caoutchouc 

sec) de lipides totaux. La quantité totale de lipides dans le caoutchouc sec semble évoluer en 

fonction des traitements et des maturations. Les lipides totaux semblent plus abondants dans les 

traitements en anaérobiose, montrant que les dégradations des lipides seraient plus actives en 

présence d’oxygène. Les résultats de l’analyse des activités enzymatiques montrent une activité 

estérase (C4) probablement endogène du latex, et une activité estérase lipase (C8) microbienne 

active à pH acide. Les lipides seraient donc dégradés dès le début de la maturation et plus 

rapidement à pH acide. La présence de microorganismes semble avoir un impact sur l’évolution de 

certaines classes de lipides neutres, notamment les triglycérides dont la teneur diminue au cours de 

la maturation et qui semblent jouer un rôle important dans la qualité du caoutchouc. En effet les 

traitements présentant une diminution de leur abondance sont également ceux pour lesquels les 

propriétés du caoutchouc sont les moins bonnes. Une perspective intéressante serait de réaliser, sur 

la base des travaux entrepris par Liengprayoon (2008), des analyses plus complètes avec les lipides 

neutres mais également les lipides polaires et les profils d’acides gras libres afin de pouvoir mieux 

interpréter ces évolutions en lien avec les propriétés du caoutchouc. 

La dégradation des sucres, des lipides, des acides organiques et des protéines conduit à la formation 

d’acides organiques et d’acides gras volatils (AGV), avec notamment les acides acétique, propionique 

et valérique. Ces composés sont produits uniquement en présence de microorganismes actifs et 

jusqu’à 10 jours de maturation, après quoi leur concentration diminue. Ces AGV sont produits plus 

abondamment en anaérobiose, ce qui laisse penser qu’ils seraient produits par des microorganismes 

anaérobies facultatifs ou stricts. L’acide acétique est très rapidement produit, probablement par des 

bactéries lactiques hétérofermentaires de type Lactobacillus fermentum ou homofermentaires de 

type Lactococcus lactis. Les bactéries hétérofermentaires produisent des acides lactique et acétique 

ainsi que du CO2
 à partir de sucres, alors que l’espèce Lactococcus lactis métabolise l’acide citrique 

pour donner du CO2, et des acides lactique, formique et acétique. Les Lactococcus lactis sont 

probablement parmi les premières communautés microbiennes à métaboliser les sucres, favorisant 

ainsi l’acidification du latex et la libération de gaz permettant de former les trous dans les coagulums. 

En effet, ces bactéries sont présentes en abondances dans le latex (chapitre 3). Les bactéries des 

genres Actinomyces, Dialister, Clostridium et les entérobactéries produiraient également ces AGV par 

fermentation. Les Clostridium peuvent donner par fermentation des acides lactique, propionique et 

valérique. Les entérobactéries peuvent également produire de l’acide lactique et acétique à partir de 

nombreuses sources. Il est fort probable que l’acide lactique soit produit abondamment mais très 

rapidement consommé ce qui rend difficile sa détection. La coagulation acide semble diminuer la 

production des AGV, soit par une consommation plus rapide des acides organiques libérés, soit par 

une moindre production. Les traitements en anaérobiose semblent au contraire augmenter la 

production d’AGV, probablement par un plus fort développement des bactéries anaérobies ou une 

moindre consommation des acides.  
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Les chapitres précédents ont présentés les résultats obtenus sur l’évolution des propriétés 

(chapitre 2), des communautés microbiennes (chapitre 3) et de la biochimie (chapitre 4) au cours de 

la maturation. Les analyses présentées dans le chapitre 5 ont pour objectif de tenter de relier ces 

trois volets de résultats par une analyse de corrélations. Celles-ci ont d’abord été obtenues par 

analyse statistique des résultats avant de faire l’objet de tentatives d’interprétation. Les corrélations 

entre propriétés et biochimie sont tout d’abord présentées. En effet, les corrélations les plus directes 

ont de fortes chances d’être observées entre la composition des crêpes de caoutchouc sec et les 

propriétés de ceux-ci. Les corrélations entre la biochimie et les communautés microbiennes seront 

ensuite présentées suivies des corrélations entre les propriétés et les communautés microbiennes. 

I. Corrélations entre propriétés et biochimie 

Les données les plus complètes obtenues suite aux analyses biochimiques sont le taux d’azote total 

mesuré lors des maturations 2, 3 et 4, les quantités de lipides extraits lors des maturations 3 et 4 et 

les activités enzymatiques (APIZYM) identifiées dans le sérum lors de la maturation 3. L’étude des 

corrélations entre solutés du sérum et propriétés lors de la maturation 4 est délicate car peu de 

données de propriétés sont disponibles pour cette maturation.  

Le Tableau 36 présente l’analyse multivariée des corrélations entre les propriétés, le pH et la 

biochimie lors des maturations 2, 3 et 4. Les données d’activités enzymatiques ne concernent que la 

maturation 3. Cette analyse montre que la P0 ainsi que le taux de gel sont corrélés négativement 

(coefficient de corrélations inférieur à -0,5) avec le taux d’azote et les activités enzymatiques 

phosphatase acide, naphtol AS BI phosphohydrolase et n-acétyl-β-glucosaminidase. Au contraire, la 

valeur de PRI est corrélée positivement à ces variables, ainsi qu’à l’activité α-galactosidase 

(coefficient de corrélations supérieur à 0,5). La P30 et la Mw semblent corrélé plus faiblement que le 

PRI à ces variables. Le pH quant à lui est corrélé négativement à l’azote total dans les crêpes et à 

l’activité n-acétyle-β-glucosaminidase. Les quantités de lipides totaux extraits et les activités de type 

lipases ne semblent pas corrélé aux propriétés. Toutefois Il est possible que l’évolution de certaines 

classes de lipides le soient (chapitre 4 § IV.B). 

Tableau 36 : Coefficients de Pearson obtenus par corrélations avec la méthode par paires entre les propriétés, le 
pH et les données de biochimie pour les maturations 2, 3 et 4. Les corrélations associées aux activités 
enzymatiques ne concernent que la maturation 3 et les corrélations avec le taux d’azote les maturations 2,3 et 
4. Les valeurs aberrantes ont été supprimées. Les valeurs supérieures à 0,5 en valeur absolue sont surlignées en 
vert pour les corrélations positives et en orange pour les corrélations négatives. 

Variables biochimiques P0 Gel P30 PRI Mw Mn Ip pH 

lipides totaux extraits -0,16 -0,08 0,10 0,19 -0,07 -0,13 0,05 -0,28 

azote total -0,50 -0,55 0,40 0,67 0,24 -0,40 0,67 -0,63 

phosphatase alcaline 0,27 0,13 0,06 -0,12 0,04 0,11 -0,12 0,21 

estérase (C4) -0,30 -0,38 0,26 0,39 0,44 0,16 0,36 -0,11 

estérase lipase (C8) 0,18 0,13 0,28 0,10 0,20 0,26 -0,13 -0,04 

leucine arylamidase 0,22 0,32 0,21 0,03 -0,20 -0,03 -0,24 0,17 

valine arylamidase 0,08 0,05 0,44 0,29 0,27 0,30 -0,09 -0,05 

α-chymotrypsine 0,37 0,22 -0,14 -0,33 -0,02 0,18 -0,28 0,30 

phosphatase acide -0,61 -0,59 0,31 0,61 0,50 0,10 0,54 -0,34 

naphtol AS BI phosphohydrolase -0,78 -0,68 0,19 0,62 0,34 -0,14 0,68 -0,20 

α-galactosidase -0,43 -0,44 0,37 0,54 0,46 0,18 0,37 -0,31 

β-galactosidase -0,07 -0,14 0,45 0,39 0,40 0,35 0,04 -0,23 

N-acétyle-β-glucosaminidase -0,60 -0,67 0,52 0,76 0,46 -0,01 0,63 -0,57 
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 PRI et azote A.

Lors de nos expériences, la valeur de PRI est corrélée positivement (coefficient de corrélation 

supérieur à 0,5) au taux d’azote, à l’activité phosphatase acide et aux activités osidases de type 

naphtol AS bi-phosphohydrolase, N-acétyl-bêta-glucosaminidase et α-galactosidase (Tableau 36). La 

Figure 69 illustre la corrélation entre le PRI et le taux d’azote pour les données des trois maturations. 

La valeur de PRI est corrélée positivement avec le taux d’azote avec un R2 de 0,45 (Figure 69A). La 

maturation 2 est celle présentant la meilleure corrélation entre ces deux paramètres avec un R2 de 

0,86, suivie de la maturation 3 (R2 = 0,56) puis de la maturation 4 (R2 = 0,41).  

Ces résultats montrent que le taux d’azote semble plus corrélé avec la valeur du PRI qu’avec la P30. 

Lors des maturations, la chute du PRI serait liée en partie aux pertes d’azote dans les crêpes. Le PRI 

étant un rapport entre la P0 et la P30, la chute du taux d’azote dans les crêpes pourrait participer à 

l’augmentation de la P0 (partie précédente) ou à la chute de la P30.  

 

 

 

 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

La perte d’une partie de l’azote contenu dans le caoutchouc sous forme de protéines, peptides, 

acides aminés ou sous forme d’ammoniac pourrait avoir un impact négatif sur la résistance à la 

thermooxydation du caoutchouc. Les protéines et les acides aminés ont en effet été décrits comme 

ayant des propriétés antioxydantes (bibliographie). La perte de ces composés dans le caoutchouc 

pourrait ainsi le rendre plus sensible à l’oxydation.  

 

Figure 69: Corrélations entre la valeur du PRI et le taux d’azote dans les crêpes de caoutchouc sec 
pour les maturations 2, 3 et 4. Les symboles correspondent aux traitements. Légende : carrés vides = 
(M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les droites 
noires correspondent à la droite de régression linéaire faite sur l’ensemble des points ou sur les 
points de même couleurs pour les droites colorées. 

R2 = 0,45 
R2 = 0,86 
R2 = 0,56 
R2 = 0,41 
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 PH et azote B.

La Figure 70 présente l’analyse de corrélation entre le pH et le taux d’azote lors des maturations 2, 3 

et 4. La Figure 70A montre qu’une corrélation négative est observée entre le pH du sérum et le taux 

d’azote dans les crêpes, avec un R2 de 0,41. Cette corrélation est particulièrement forte dans les 

traitements par coagulation naturelle et microorganismes actifs (M+F-O+) avec un R2 de 0,91 (Figure 

70B). Par ailleurs, les fortes valeurs de pH (>6) sont observées pour des taux d’azote inférieurs à 0,3% 

(Figure 70A).  

  

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats montrent que l’augmentation du pH dans le sérum sous l’action des microorganismes 

au cours de la maturation en aérobiose (chapitre 2) serait associée à la libération de l’azote des 

crêpes en dessous d’un taux d’azote de 0,3% donc dans un deuxième temps. Cette relation est 

particulièrement observée pour les traitements par coagulation naturelle (M+F-O+). Il a été 

supposé que le pH augmente en partie par désamination des acides aminés et libération 

d’ammoniac (bibliographie). L’azote des crêpes pourrait ainsi être libéré dans un premier temps 

sous forme de peptides solubilisés dans le sérum. Ceux-ci seraient ensuite dégradés dans un 

deuxième temps par des microorganismes aérobies stricts libérant de l’ammoniac et faisant 

augmenter le pH. Il se pourrait aussi que ces microorganismes aérobies stricts se développent dans 

un deuxième temps et dégradent directement les acides aminés se trouvant dans le caoutchouc. Le 

pH étant corrélé au PRI et à la P30 (chapitre 2), les pertes d’azote dans les crêpes seraient liées à la 

chute du PRI et de la P30 mais également à l’augmentation du pH. 

 

 

Figure 70: Corrélations entre le pH et le taux d'azote dans les crêpes pour les maturations 2, 3 et 4 (A) 

ou pour les traitements (M+F-O+) uniquement (B). Les symboles indiquent les traitements. Légende : 

carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). 

Les droites noires correspondent à la droite de régression linéaire faite sur l’ensemble des points. 

R2 = 0,41 

(A) toutes les données (B) traitement (M+F-O+) 

R2 = 0,91 
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 P0 et azote C.

D’après le Tableau 36, la P0 et le taux de gel semblent corrélé négativement au taux d’azote avec un 

coefficient de corrélation de -0,50 et -0,55 respectivement sur l’ensemble des données. La P0 étant 

corrélée elle-même positivement au gel lors des maturations 3 et 4, seules seront présentées les 

corrélations entre le taux d’azote et la P0, qui permettent d’étudier les corrélations sur les trois 

maturations. La Figure 71 présente les corrélations linéaires entre P0 et azote total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figure 71A montre qu’une corrélation négative est observée sur l’ensemble des données (courbe 

noire) entre le taux d’azote et la P0 mais celle-ci reste faible avec un R2 de 0,23. La corrélation 

négative est meilleure pour la maturation 3 avec un R2 de 0,40 et de 0,26 pour la maturation 4 

(Figure 71A). Ceci montre que le taux d’azote ne serait pas fortement lié à l’évolution de la P0 mais 

dépendrait probablement d’une autre variable. 

La Figure 72 présente les corrélations entre la P0 et le taux d’azote en fonction du pH. La Figure 72B 

montre que pour les trois maturations, une corrélation négative entre P0 et taux d’azote semble être 

observée en phase acide (pH<6,5) avec un R2 de 0,41. En phase d’alcalinisation aucune corrélation 

entre le taux d’azote et la P0 n’est observée (Figure 72A).  

 

 

   

Figure 71: Corrélations entre P0 et azote total (A) lors des maturations 2, 3 et 4 ainsi que P0 et azote 
total lors de la maturation 2 sans le temps zéro (B). Les couleurs indiquent les maturations et les 
symboles les traitements. Légende : carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-
F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les droites correspondent aux droites de régressions 
linéaires effectuées sur les points de même couleur ou sur l’ensemble des données non estompées 
(noires) 

R2 = 0,23 
R2 = 0,40 
R2 = 0,26 

R2 = 0,23 
R2 = 0,40 
R2 = 0,26 
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Ces résultats montrent que lors des maturations, la P0 augmente dans un premier temps, 

correspondant à la phase d’acidification en aérobiose, en même temps que la diminution du taux 

d’azote dans les crêpes. Dans un deuxième temps, correspondant à la phase d’alcalinisation en 

aérobiose, les pertes d’azote ne seraient plus liées à une augmentation de la P0. En effet, lorsque le 

pH commence à remonter en aérobiose, le taux d’azote continue de diminuer mais la P0 cesse 

d’augmenter lors des maturations 2, 3 et 4. Les mécanismes associés aux pertes d’azote seraient 

donc différents l’un amenant à l’augmentation de la P0 et l’autre non.  

Le Tableau 36 montre que la P0 ainsi que le taux de gel sont corrélés négativement aux activités 

osidase, N-acétyl-β-glucosaminidase et naphtol AS BI phosphohydrolase. Ces deux activités 

proviendraient du latex et sont maximales après 2 jours de maturation pour ensuite diminuer 

(chapitre 4 § III.C.2). La perte d’azote dans le caoutchouc sec issu de ces échantillons pourrait être 

liée en partie à l’hydrolyse des glycoprotéines, dont les produits se solubiliseraient dans le sérum. La 

P0 et le taux de gel sont corrélés au contraire plutôt positivement aux activités leucine arylamidase et 

α-chymotrypsine. Ces activités seraient d’origines microbiennes (chapitre 4 § III.C.2).  

La diminution du taux d’azote dans les crêpes serait liée à l’augmentation de la P0 et du gel dans un 

premier temps correspondant à la phase d’acidification en aérobiose. Cette augmentation pourrait 

être liée aux communautés microbiennes mais également à d’autres mécanismes non microbiens. 

L’évolution de la P0 en phase d’acidification expliquerait que celle-ci se soit vite stabilisée lors de la 

maturation 2, qui a présenté une remontée rapide du pH, alors que lors des maturations 3 et 4, la 

phase d’acidification a été beaucoup plus longue. La présence d’un pH acide ne serait pas le seul 

paramètre intervenant dans l’augmentation de la P0. En effet lors des maturations, le pH pouvait 

être acide et la P0 ne pas augmenter et même diminuer comme lors de la maturation 2. 

Figure 72: Corrélations entre la P0 et l'azote total pour l’ensemble des données (A) ou en phase 
d’acidification (pH<6,5) (B). Les couleurs représentent les valeurs de pH. Les lignes noires 
correspondent à la régression linéaire faite sur l’ensemble des données. Les droites bleus 
correspondent à la droite de régressions linéaire sur l’ensemble des points en phase d’acidification 
(pH<6,5).  

(A) ensemble des données (B) données en phase d’acidification 

R2 = 0,16 
R2 = 0,41 
 

R2 = 0,41 
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II. Corrélations entre la teneur en azote des crêpes et les microorganismes 

Parmi les variables biochimiques, le taux d’azote dans les crêpes, les activités enzymatiques dans le 

sérum, ainsi que la production des AGV lors des maturations peuvent être corrélées aux variables 

quantitatives et qualitatives caractérisant la communauté microbienne. Une analyse multivariée par 

corrélation par paires sur l’ensemble des paramètres ne peut cependant pas être présentée par 

manque d’un jeu de données important sur les variables biochimiques (HPLC et test APIZYM). De 

plus, les communautés microbiennes sont parfois présentes de manière disparate avec peu 

d’espèces et de genres communs entre les trois maturations. Au sein de la diversité microbienne, les 

genres et espèces clés ont donc dû être sélectionnés pour l’analyse des corrélations d’après les 

observations faites précédemment (chapitre 3). Les corrélations entre résultats d’analyse des sucres, 

acides organiques et microorganismes lors de la maturation 4 ne seront pas discutées car d’une part 

peu d’évolution des communautés microbiennes et de propriétés ont été observées lors de cette 

maturation, et d’autre part les données de propriétés notamment ne sont pas assez nombreuses 

pour en tirer des conclusions.  

Le tableau 37 présente les corrélations entre le taux d’azote et les données qualitatives et 

quantitatives des communautés microbiennes lors des maturations 2, 3 et 4. Ces résultats montrent 

que les corrélations retrouvées sont des corrélations négatives. Au cours de la maturation, le taux 

d’azote des crêpes pourrait donc diminuer sous l’action de certains microorganismes. La libération 

de l’azote pourrait aussi stimuler la croissance de certains microorganismes.  

 

Tableau 37 : Coefficients de Pearson obtenus par corrélations avec la méthode par paires entre le 
taux d'azote dans les crêpes (%) et les données quantitatives (UFC/g de latex) et qualitatives (ARPN) 
concernant les microorganismes lors des maturations 2,3 et 4. Le taux d’azote est exprimé 
relativement à sa valeur à deux jours et non en valeur absolue. Les cases surlignées en orange 
correspondent aux corrélations négatives fortes. 

Variables flores 
Azote 
 total 

Variables flores 
Azote 
 total 

Variables flores 
Azote  
total 

microorganismes totaux (PCA) -0,22 Olsenella 0,05 Lactobacillus sp. 123B -0,18 

levures (Sabouraud) 0,04 Prevotella -0,14 Lactobacillus sp. TTp13 -0,24 

ADN -0,40 Enterococcus -0,44 Lactobacillus sp. TTp14 0,01 

Actinomycetales -0,49 Lactobacillus -0,34 Enterococcus avium -0,68 

Bacillales -0,31 Weissella -0,43 Enterococcus camelliae 0,13 

Lactobacillales -0,48 streptococcus -0,05 Enterococcus casseliflavus -0,55 

Clostridiales -0,26 Clostridium -0,25 Enterococcus cecorum -0,33 

Erysipelotrichales -0,23 Anaeroglobus 0,09 Enterococcus faecalis -0,29 

Selenomonadales 0,05 Dialister 0,04 Enterococcus gallinarum -0,64 

Burkholderiales -0,24 Megasphaera 0,01 Enterococcus gilvus -0,20 

Enterobacteriales -0,39 Lactobacillus coryniformis -0,42 Enterococcus hermanniensis -0,47 

Actinobaculum -0,26 Lactobacillus curvatus -0,17 Enterococcus hirae -0,27 

Actinomyces -0,12 Lactobacillus delbrueckii 0,13 Enterococcus italicus -0,37 

Corynebacterium -0,40 Lactobacillus fermentum -0,49 Enterococcus saccharolyticus -0,01 

Microbacterium -0,35 Lactobacillus mali 0,19 Enterococcus sp. F157 -0,04 

Pseudoclavibacter -0,49 Lactobacillus pobuzihii -0,19 Enterococcus sp. GYPB01 -0,50 
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L’azote total dans les crêpes semble mieux corrélé à la quantité de microorganismes totaux évaluée 

par la quantité d’ADN que par comptage (Tableau 37). Les quantités d’ADN pourraient être ainsi plus 

représentatives des évolutions quantitatives des communautés microbiennes totales que les 

comptages sur boîte. La Figure 73 présente les corrélations entre le taux d’azote dans les crêpes et la 

quantité d’ADN lors des maturations 2,3 et 4 (Coefficient de -0,40 dans le tableau 37).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figure 73 montre une faible corrélation négative entre la quantité d’ADN dans le sérum et le taux 

d’azote dans les crêpes sur l’ensemble des données, avec un R2 de 0,12 (Figure 73A). La corrélation 

linéaire est meilleure pour les traitements avec microorganismes actifs avec un R2 de 0,37 (Figure 73, 

droite bleue). En effet pour les traitements avec teneur réduite en microorganismes (croix), de 

faibles taux d’azote sont retrouvés avec peu d’ADN. Par ailleurs, les taux d’azote inférieurs à 0,26% 

sont observés pour des quantités d’ADN supérieures à 0,1 µg/g de latex, soit en présence de 

microorganismes. 

Ces résultats montrent qu’une relation existe lors de nos expériences entre la quantité d’ADN 

extrait des échantillons et le taux d’azote dans les crêpes secs, où le taux d’azote diminue à mesure 

que la quantité d’ADN augmente. Les traitements avec teneur réduite en microorganismes se 

distinguent par leur faible taux d’azote alors que les quantités de microorganismes sont faibles. En 

effet, pour ce traitement, de fortes pertes d’azote liées à la coagulation acide ont été observées en 

début de maturation (chapitre 4 § III.B.1). Il avait été noté que les microorganismes seraient 

responsables en partie de la perte d’azote dans les crêpes, principalement après 2 ou 5 jours de 

maturation (chapitre 4 § III.B.1). La croissance des microorganismes pourrait être stimulée par les 

pertes d’azote dans les crêpes secs par solubilisation de cet azote dans le sérum ce qui expliquerait 

la corrélation observée dans les traitements avec microorganismes actifs.  

Figure 73: Corrélations entre le taux d'azote dans les crêpes et la quantité d'ADN sur l’ensemble des données et 
en fonction de l’ajout ou non d’azoture de sodium. Les symboles représentent les traitements. Légende 
symboles : carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = témoins (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = 
(M+F+O+). La droite noire correspond à la droite de régression linéaire sur l’ensemble des points et les droites 
colorées à la droite de régression sur les points de même couleur. 

R2 = 0,27 
R2 = 0,37 
R2 = 0,59 

R2 = 0,27 
R2 = 0,37 
R2 = 0,59 
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D’un point de vue diversité microbienne, la teneur en azote est corrélée négativement aux 

Actinomycetales (Pseudoclavibacter) et aux Lactobacillales avec respectivement un coefficient de -

0,48 et -0,49 (Tableau 37). Ces corrélations négatives sont fortes pour certains genres de 

Lactobacillales parmi lesquelles les Enterococcus et les Lactobacillus. La Figure 74 présente certaines 

espèces et certains genres de bactéries présentant de bonnes corrélations avec le taux d’azote lors 

des maturations 2, 3 et 4 (tableau 37). Les Pseudoclavibacter, Lactobacillus fermentum et 

Enterococcus avium sont choisis car présentant les meilleures corrélations dans leurs genres 

respectifs. Les données sont présentées seulement pour les traitements avec microorganismes actifs. 

En effet, les résultats précédents ont montré que la perte d’azote dans les traitements à teneur 

réduite en microorganismes serait essentiellement liée à la coagulation acide en début de 

maturation mais non au développement des microorganismes.  

Ces résultats montrent que les Pseudoclavibacter, Enterococcus avium et Lactobacillus fermentum 

présentaient bien une corrélation négative par rapport au taux d’azote sur l’ensemble des données 

avec un R2 de 0,28 ; 0,48 et 0,42 respectivement (Figure 74).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74: Corrélations entre le taux d'azote et le genre Pseudoclavibacter (A) ainsi que et l’espèce 
Enterococcus avium (B) et l'espèce Lactobacillus fermentum (C) lors des maturations 2,3 et 4 et les 
traitements avec microorganismes actifs. Les couleurs représentent les maturations et les symboles 
les traitements. Légende symboles : carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-
F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les droites noires correspondent aux droites de régression 
linéaire sur l’ensemble des points. 

 

(A) traitements M+  (B) traitements M+ 

R2 = 0,43 

R2 = 0,49 R2 = 0,28 

(C) traitements M+ 
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La corrélation pour le genre Pseudoclavibacter est faible. Toutefois, les corrélations observées pour 

chaque traitement donne de meilleurs résultats, avec un R2 de 0,70 pour le traitement (M+F+O+) et 

de 0,77 pour le traitement (M+F-O+) (Figure 75). Le traitement en anaérobiose montre, comme on 

pouvait s’y attendre, aucune corrélation entre le taux d’azote et le genre Pseudoclavibacter, qui sont 

aérobies stricts. Le traitement (M+F+O+) présente une courbe de régression en dessous de celle du 

traitement (M+F-O+). Cela montre que d’autres microorganismes pourraient être responsables des 

pertes d’azote dans les crêpes lors du traitement par coagulation acide (M+F+O+). Il pourrait s’agir 

également d’autres mécanismes non microbiens comme les pertes d’azote liées à la coagulation 

acide. Des activités arylamidase, estérase et lipase ont été rapportées chez ce genre (chapitre 3 § 

III.C.3). Ces microorganismes pourraient ainsi participer à la libération de l’azote par dégradation des 

acides aminés du caoutchouc. Les Enterococcus et Lactobacillus sont quant à eux connus pour leurs 

activités protéasiques. L’espèce Enterococcus avium et l’espèce Lactobacillus fermentum semblent 

avoir un comportement différent de celui de Pseudoclavibacter avec peu de différences observées 

entre les traitements. La croissance de ces espèces pourrait être stimulée par la libération initiale 

d’azote lors des coagulations acides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats montrent que la diminution du taux d’azote dans les crêpes de caoutchouc semble 

liée au développement de certains microorganismes comme les actinomycètes et certaines 

espèces de bactéries lactiques (e.g Enterococcus avium, Lactobacillus fermentum). La croissance de 

ces espèces pourrait être stimulée par la libération de molécules azotées dans le sérum ou bien ces 

espèces pourraient participer directement à la libération de l’azote des crêpes. L’espèce 

Lactobacillus fermentum se développant en anaérobiose pourrait être en partie responsable des 

pertes d’azote observées lors des traitements (M+F-O-). En aérobiose, d’autres espèces aérobies 

strictes pourraient accélérer les pertes d’azote comme le genre Pseudoclavibacter qui serait 

probablement capable de dégrader les acides aminés. Avec teneur réduite en microorganismes, les 

pertes d’azote seraient essentiellement liées à la coagulation acide. 

R2 = 0,70 
R2 = 0,06 
R2 = 0,77 
 

Figure 75: Corrélations entre le taux d'azote et le genre Pseudoclavibacter en fonction des 
traitements lors des maturations 2,3 et 4 et pour les traitements avec microorganismes actifs. Les 
ARPN sont représentés en échelle linéaire (A) ou bien en échelle logarithmique (B). Les droites 
colorées correspondent aux droites de régression linéaire sur les points de même couleur. 

R2 = 0,70 
R2 = 0,06 
R2 = 0,77 
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III. Corrélations entre communautés microbiennes et propriétés 

Le Tableau 38 présente les coefficients de corrélations obtenus par corrélation entre les propriétés, 

la structure du caoutchouc naturel ainsi que le pH avec les données quantitatives et qualitatives des 

analyses des communautés microbiennes lors des maturations 2, 3 et 4. Ces corrélations sont 

discutées sur l’ensemble des données et par traitement dans les parties suivantes. Les droites de 

régressions linéaires ne sont pas toujours tracées pour la maturation 4 car peu de données sont 

disponibles pour les propriétés. Les résultats sont présentés tout d’abord pour la P0 puis pour le PRI, 

la P30 ainsi que le pH. 

Tableau 38: Coefficients de Pearson obtenus par corrélations avec la méthode par paires entre la 
macrostructure (P0, P30, PRI), la mésostructure (taux de gel, Mw, Mn et Ip), le pH et les données 
quantitatives et qualitatives concernant les microorganismes sur l’ensemble des données des 
maturations 2,3 et 4. Les corrélations avec les comptages par culture concernent les maturations 3 et 
4 alors que celles avec la quantité d’ADN concernent les trois maturations. 

Variables microorganismes pH  P0 P30 PRI Gel  Mw Mn Ip 

microorganismes totaux 0,44 0,32 -0,23 -0,41 0,14 -0,06 0,03 0,44 
levures 0,16 0,34 0,21 -0,04 0,08 0,11 0,15 0,16 

ADN 0,73 0,03 -0,53 -0,58 0,22 0,08 0,20 0,73 

Actinomycetales 0,80 -0,31 -0,66 -0,64 0,05 -0,18 -0,09 -0,19 
Bacillales 0,33 0,23 -0,01 -0,10 0,02 0,09 0,10 -0,31 

Lactobacillales 0,44 0,31 -0,16 -0,33 0,30 0,16 0,31 -0,26 
Clostridiales 0,25 0,21 -0,19 -0,29 0,32 -0,05 0,12 -0,12 

Erysipelotrichales 0,26 0,10 -0,17 -0,22 0,22 -0,07 0,05 -0,12 
Selenomonadales -0,14 0,40 0,08 -0,09 0,43 0,03 0,18 -0,05 
Burkholderiales 0,00 0,14 0,03 -0,02 -0,09 0,19 0,15 -0,22 

Enterobacteriales 0,11 0,30 0,13 -0,01 0,22 0,34 0,45 -0,22 

Actinobaculum 0,19 0,04 -0,14 -0,23 0,34 0,16 0,35 -0,10 
Actinomyces 0,11 0,19 -0,11 -0,25 0,31 0,14 0,21 -0,06 

Corynebacterium 0,65 -0,32 -0,52 -0,49 -0,09 -0,19 -0,15 -0,09 
Microbacterium 0,71 -0,31 -0,56 -0,53 0,08 -0,14 -0,10 -0,14 

Pseudoclavibacter 0,80 -0,31 -0,66 -0,64 0,03 -0,19 -0,11 -0,19 
Olsenella -0,13 -0,08 -0,13 -0,12 0,20 0,31 0,40 -0,17 
Prevotella 0,15 0,20 -0,01 -0,12 0,17 0,06 0,17 -0,08 

Enterococcus 0,32 0,40 -0,02 -0,20 0,30 0,17 0,30 -0,25 
Lactobacillus 0,62 -0,11 -0,51 -0,55 0,33 0,15 0,33 -0,13 

Weissella 0,34 0,24 -0,10 -0,21 0,20 0,21 0,32 -0,13 
Streptococcus 0,11 -0,13 -0,49 -0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 

Clostridium 0,09 0,24 -0,14 -0,26 0,42 0,09 0,30 -0,09 
Anaeroglobus  -0,18 0,43 0,15 -0,03 0,45 0,09 0,25 0,03 

Dialister -0,15 0,26 0,04 -0,12 0,46 -0,01 0,18 0,05 
Megasphaera 0,01 0,35 0,10 0,03 0,00 -0,02 -0,08 -0,13 

Lactobacillus coryniformis  0,24 0,33 -0,12 -0,23 0,27 0,19 0,32 -0,29 
Lactobacillus curvatus  0,23 0,43 -0,07 -0,19 0,16 0,14 0,19 -0,14 

Lactobacillus delbrueckii  -0,08 0,29 -0,01 -0,08 0,06 0,14 0,16 -0,19 
Lactobacillus fermentum  0,38 0,34 -0,22 -0,36 0,25 0,22 0,31 -0,22 

Lactobacillus mali  -0,09 0,04 0,22 0,22 -0,20 0,25 0,05 0,29 
Lactobacillus pobuzihii  0,57 -0,28 -0,53 -0,51 0,22 0,01 0,13 -0,04 
Lactobacillus sp. 123B  0,36 -0,06 -0,38 -0,41 0,27 -0,01 0,21 -0,06 
Lactobacillus sp. TTp13  0,62 -0,30 -0,52 -0,50 0,18 0,09 0,15 -0,03 
Lactobacillus sp. TTp14  0,33 -0,18 -0,38 -0,37 0,15 -0,18 -0,11 0,02 

Enterococcus avium 0,57 0,27 -0,21 -0,35 0,26 0,01 0,20 -0,15 
Enterococcus camelliae 0,04 -0,07 -0,13 -0,18 0,19 0,10 0,19 -0,02 

Enterococcus casseliflavus 0,67 -0,17 -0,54 -0,55 -0,11 -0,16 -0,14 -0,11 
Enterococcus faecalis 0,62 0,08 -0,36 -0,40 0,08 -0,18 -0,13 -0,11 

Enterococcus hermanniensis 0,20 0,06 0,00 -0,03 0,20 -0,03 0,24 -0,46 
Enterococcus hirae 0,50 0,13 -0,27 -0,34 0,09 -0,03 0,10 -0,10 

Enterococcus italicus 0,46 -0,11 -0,26 -0,28 0,09 0,01 0,01 0,18 
Enterococcus saccharolyticus 0,25 0,30 -0,11 -0,24 0,26 -0,04 0,09 -0,07 

Enterococcus sp. F157 0,07 0,14 0,15 0,11 0,23 -0,08 0,20 -0,46 
Enterococcus sp. GYPB01 0,25 0,39 0,01 -0,16 0,27 0,18 0,29 -0,22 
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 P0 A.

Le Tableau 38 montre qu’une faible corrélation est observée entre la P0 et les quantités de 

microorganismes. La corrélation linéaire entre la valeur de P0 et la quantité d’ADN dans le sérum est 

en effet faible (R2=0,10) sur l’ensemble des données (Figure 76A). Toutefois, la Figure 76A montre 

également que de bonnes corrélations sont observées pour la quantité d’ADN en séparant les 

maturations, avec une corrélation positive pour les maturations 3 et 4 (R2 de 0,46) et une 

corrélation négative pour la maturation 2 (R2 de 0,70). Ceci laisse penser que les microorganismes 

majoritaires lors de la maturation 2 pourraient avoir un impact négatif sur la P0 alors que ceux 

présents lors des maturations 3 et 4 pourraient avoir un impact positif sur la P0. En effet, entre ces 

deux maturations, la diversité des communautés microbiennes était différente en aérobiose, avec 

une majorité d’ADN de Lactobacillales extrait lors des maturations 3 et 4 et une majorité d’ADN 

d’Actinomycetales extrait lors de la maturation 2 (chapitre 3).  

La P0 est également faiblement corrélée sur l’ensemble des données avec les levures, avec un R2 de 

0,07 (Figure 76B). Toutefois, les levures se développent préférentiellement en aérobiose après 2 

jours de maturation lors de cette étude (chapitre 3), et une séparation des données entre 

traitements en aérobiose et en anaérobiose lors des maturations donne une corrélation positive 

entre les levures et la P0 pour les traitements en aérobiose avec un R2 de 0,36. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’un point de vue diversité des communautés microbiennes, peu de communautés microbiennes 

analysées individuellement semblent fortement corrélées à la P0 sur l’ensemble des données 

(Tableau 38). Toutefois les Enterococcus et les Selenomonadales (Anaeroglobus) pourraient être 

corrélées avec la P0. La Figure 77 présente les corrélations entre la P0 et les Enterococcus ainsi que les 

Anaeroglobus. Ces résultats montrent que les corrélations linéaires sur l’ensemble des données sont 

faibles avec un R2 de 0,16 pour les Enterococcus (Figure 77A) et de 0,19 pour les Selenomonadales 

(A) Ensemble des données 

Figure 76: Corrélations entre la P0 et la quantité d’ADN (A) et la P0 et les levures (B). Légende 
symboles : Légende : carrés vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), 
triangles = (M+F+O+). Les droites colorées correspondent aux régressions linéaires appliquées sur les 
points de mêmes couleurs. Les droites noires correspondent à la droite de régression linéaire sur 
l’ensemble des points. 

(B) Ensemble des données 

R2= 0,10  
R2= 0,70  
R2= 0,46  
R2= 0,40 

 

R2 = 0,07 
R2= 0,36 
 

 



CHAPITRE 5 : RECHERCHE ET ANALYSE DE CORRÉLATIONS 
 

252 

(Figure 77B). En séparant les traitements en aérobiose et en anaérobiose de meilleures corrélations 

positives apparaissent en aérobiose pour les Enterococcus (R2 de 0,49) et pour les Anaeroglobus (R2 

de 0,42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une précédente étude (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010) a montré un lien entre quantité de 

microorganismes initiale et taux de gel, le gel étant lié à la P0 (chapitre 2 § V.B). Cette corrélation 

pourrait n’être observée qu’à certaines phases de maturation et non sur l’ensemble des données. La 

Figure 78 présente la corrélation entre P0 et quantités de microorganismes totaux et de levures à 2 

jours de maturation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

Figure 77: Corrélations entre la P0 et les Enterococcus (A) et les Anaeroglobus (B) pour les maturations 
2, 3 et 4. Les symboles représentent les traitements. Légende symboles : carrés vides = (M+F-O+), 
carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les droites noires 
correspondent à la droite de régression linéaire effectuée sur l’ensemble des points. 

(B) 

R2 = 0,19 
R2 = 0,42 

R2 = 0,16 
R2 = 0,49 

Figure 78: Corrélations entre la P0 et les levures (Sabouraud) (A) ainsi que les microorganismes totaux 
(PCA) (B) et la quantité d’ADN (C) lors des maturations 2, 3 et 4 à 2 jours de maturation. Les couleurs 
représentent les maturations et les symboles les traitements. Légende symboles : carrés vides = (M+F-
O+), croix = (M-F+O+) et (M-F+O+), triangles = (M+F+O+), carrés pleins = (M+F-O-) 
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(A) données à 2 jours (B) données à 2 jours (C) données à 2 jours 
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Cette analyse montre qu’une corrélation positive est observée à 2 jours entres les quantités de 

microorganismes et la P0. Certains microorganismes pourraient donc favoriser l’augmentation de la 

P0 et du gel à 2 jours de maturation particulièrement lors des maturations 3 et 4. Pour les levures, 

cette corrélation est très nette à 2 jours avec un R2 de 0,88 pour la maturation 4 et de 0,86 pour la 

maturation 3 (Figure 78A). Les pentes des courbes sont similaires mais la courbe de la maturation 4 

(rouge) se situe environ 5 points au-dessus de la courbe de la maturation 3 (courbe bleu). Ceci 

probablement à cause de l’écart initialement observé des P0 avant maturation probablement lié à un 

autre facteur que celui des microorganismes. Pour les microorganismes totaux, cette corrélation est 

également observée à 2 jours de maturation avec un R2 de 0,85 lors de la maturation 3 et de 0,71 lors 

de la maturation 4 (Figure 78B). Cette corrélation est également observée entre la quantité d’ADN et 

la P0 avec un R2 de 0,79 lors de la maturation 3 et de 0,63 lors de la maturation 4 (Figure 78C).  

La Figure 79 présente les corrélations entre certaines espèces et la P0 à 2 jours de maturation. Ces 

résultats montrent que l’espèce Enterococcus delbrueckii serait corrélée positivement à la P0 à 2 jours 

avec un R2 de 0,42 (Figure 79A). L’espèce Lactobacillus delbrueckii serait également corrélée avec la 

P0 à 2 jours avec un R2 de 0,53 (Figure 79B) et l’espèce Lactobacillus curvatus avec un R2 de 0,58 

(Figure 79C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De plus, il est intéressant de noter que lors de la maturation 3 et des traitements en aérobiose (M+F-

O+) et (M+F+O+), la P0 s’est stabilisé et la P30 a commencé à diminuer lorsque les levures ont 

commencé également à diminuer. Il se pourrait que certains microorganismes aient un rôle de 

protection du caoutchouc et ainsi limiteraient les phénomènes d’oxydation, favorisant ainsi la 

remontée de la P0. Il également possible que ces microorganismes acidifiants retardent la remontée 

de pH ce qui favoriseraient l’augmentation de la P0. En effet, l’augmentation de la P0 et du taux de gel 

semble être un phénomène se passant à en phase acide et lié à la perte d’azote dans les crêpes (§ 

I.A).  

 

(B) Données 2 jours (A) Données 2 jours (C) Données 2 jours 

Figure 79: Corrélations entre la P0 et les espèces Enterococcus italicus (A), Lactobacillus delbrueckii (B) 
et Lactobacillus curvatus (C) à deux jours de maturation lors des maturations 2,3 et 4. Les couleurs 
représentent les maturations et les symboles les traitements. Légende symboles : carrés vides = (M+F-
O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les droites noires 
correspondent à la droite de régression linéaire effectuée sur l’ensemble des points. 

R2 = 0,42 R2 = 0,53 R2 = 0,58 
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Ces résultats montrent que l’évolution de la P0 au cours des maturations est un phénomène 

complexe, peu corrélé aux données quantitatives des communautés microbiennes prises dans leur 

ensemble. L’évolution de la P0 serait donc liée en partie à des mécanismes non microbiens. 

Toutefois des corrélations sont observées à 2 jours et en séparant les séries de maturations 

laissant supposer que les microorganismes pourraient également intervenir dans l’augmentation 

de la P0.  

Les microorganismes totaux dont certains microorganismes particulièrement (levures, 

Enterococcus italicus, les Lactobacillus delbrueckii) ont semblé favoriser l’augmentation de la P0 et 

du gel total avant 2 jours de maturation lors des maturations 3 et 4 ce qui est concordant avec les 

résultats d’Intapun (2010). L’augmentation de la P0 lors de nos maturations s’apparente à un 

mécanisme de durcissement au stockage avec formation de gel et disparition des chaînes de 

petites masses dans la phase solubilisée du caoutchouc analysé par SEC-MALS (Ngolemasango, 

Ehabe et al. 2003). Intapun a également montré que ce dernier phénomène était favorisé par la 

quantité de microorganismes initialement présente (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). Lors des 

maturations 3 et 4, l’augmentation de la P0 était associée à une augmentation de la P30 ceci faisant 

peu chuter le PRI. Au contraire, lors de la maturation 2, l’augmentation de la P0 n’était pas associée 

à une augmentation de la P30. Le PRI avait donc fortement chuté dès les premiers jours. Les 

mécanismes d’augmentation de la P0 pourraient donc être différents entre maturations 2 et 3/4. 

Certaines levures et bactéries lactiques pourraient notamment produire des composés 

antioxydants participant ou non à la formation de gel et rendre le caoutchouc moins sensible à 

l’oxydation comme des exopolysaccharides (EPS). En effet ces composés sont capables de former 

des biofilms, de capter des radicaux libres et de limiter l’oxydation des lipides (Zhang, Liu et al. 

2013). Ces composés antioxydants pourraient être également des dérivés d’acides gras volatils 

comme l’acide phénylacétique ou l’acide phénylpropionique (chapitre 4).  

La mésostructure, et particulièrement le gel total, n’a pas été étudiée lors de la maturation 2 mais 

il serait intéressant de reproduire ces expériences afin d‘obtenir plus de données de mésostructure 

et de pouvoir approfondir ces pistes de réflexion.  
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 pH B.

Le pH semble corrélé positivement à la quantité d’ADN dans le sérum ainsi qu’à certaines espèces de 

bactéries comme Les Actinomycetales et les espèces de bactéries lactiques Lactobacillus pobuzihii, 

Lactobacillus sp. TTp13, Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus faecalis, 

Enterococcus hirae Enterococcus italicus (Tableau 38). L’évolution du pH observé lors des 

maturations serait donc avant tout liée des mécanismes microbiens. 

La Figure 80 présente les corrélations entre le pH et la quantité d’ADN lors des maturations 2,3 et 4 

ainsi que le pH avec certains microorganismes. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une corrélation linéaire est observée entre la quantité d’ADN et le pH avec un R2 de 0,43 (Figure 

80A). Une bonne corrélation linéaire est particulièrement observée pour les Actinomycetales 

(Pseudoclavibacter) avec un R2 de 0,67 (Figure 80B) et les Lactobacillus dans une moindre mesure 

avec un R2 de 0,38 (Figure 80C). Certaines espèces de Lactobacillus en particulier seraient corrélées 

positivement au pH avec les espèces Lactobacillus pobuzihii et Lactobacillus sp. TTp13, de même que 

R2 = 0,64 

Figure 80: Corrélations entre le pH et la quantité d'ADN (A), le pH et l’importance de la population 
d’Actinomycetales (B), le pH et les Lactobacillus (C) lors des maturations 2,3 et 4. Les couleurs 
représentent les maturations et les symboles les traitements. Légende symboles : carrés vides = 
(M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O+), triangles = (M+F+O+). Les droites 
noires correspondent à la droite de régression linéaire effectuée sur l’ensemble des points. 

R2 = 0,46 

R2 = 0,38 

(A) (B) 

(C) 

R2 = 0,64 R2 = 0,46 

R2 = 0,38 
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l’espèce Enterococcus casseliflavus (Tableau 38). Ces espèces s’étaient particulièrement bien 

développées dans les traitements avec de fortes remontées de pH (chapitre 3).  

Une corrélation plus faible est observée entre le pH et les comptages de microorganismes totaux 

(Tableau 38), laissant penser que les microorganismes responsables de la remontée du pH ou se 

développant avec l’augmentation du pH seraient peu observés par culture sur milieu PCA. Ceci est 

corroboré par le fait que les actinomycètes et les Lactobacillus sont moins bien détectés par la 

méthode culture-dépendante (chapitre 3 § III.B.3).   

Les Actinomycetales et certaines espèces de Lactobacillus et d’Enterococcus qui sont corrélés au pH 

pourraient participer directement à la remontée du pH ou bien être sélectionnées par un fort pH. 

Les Actinomycetales sont connues pour leurs activités arylamidases et pourraient participer à la 

remontée du pH par dégradation des acides aminés dans le caoutchouc et libération d’ammoniac.  

 PRI  C.

Le PRI et la P30 sont corrélés négativement à la quantité d’ADN (coefficient de corrélations de -0,58 et 

-0,53 respectivement). Par ailleurs le PRI et la P30 sont moins bien corrélés aux levures et aux 

microorganismes totaux comptabilisés sur milieu PCA (Tableau 38). Certains microorganismes non 

cultivables sur les milieux utilisés pourraient ainsi participer aux diminutions de P30 et de PRI. Ces 

résultats sont cohérents avec le fait que le pH est inversement corrélé au PRI et à la P30 (chapitre 2 § 

V.B) et que le pH est corrélé avec des microorganismes difficilement cultivables.  

Il est intéressant de noter qu’aucune corrélation n’est retrouvée entre la Mw et les microorganismes, 

alors que la Mw est corrélée à la valeur du PRI (chapitre 2 § V.B) et que le PRI est corrélé à 

l’abondance des microorganismes ainsi qu’au taux d’azote dans les crêpes. Les microorganismes 

seraient donc liés au PRI mais non à la Mw. D’autres mécanismes probablement en partie non 

microbiens pourraient être liés à l’évolution de la Mw. Toutefois la mésostructure n’a pas été étudiée 

lors de la maturation 2 et plus de données seraient nécessaires pour approfondir le lien entre 

microorganismes et Mw. En effet, les travaux d’Intapun (2010) ont révélé un impact des 

microorganismes sur la Mw.   

La Figure 81 présente les corrélations entre le PRI et la quantité d’ADN lors des trois maturations. Le 

PRI est corrélé à la quantité d’ADN avec un R2 de 0,26 ce qui reste assez faible. Le Tableau 38 montre 

que le PRI et la P30 sont corrélées négativement aux Actinomycetales (Corynebacterium, 

Microbacterium et Pseudoclavibacter), aux Lactobacillus et Streptococcus. Parmi les bactéries 

lactiques, les espèces Lactobacillus pobuzihii, Lactobacillus sp. TTp13 et Enterococcus casseliflavus 

seraient concernées par cette corrélation. Ces espèces ont été fortement détectées lors de la 

maturation 2 (chapitre 3). 
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La Figure 82 présente les corrélations entre le PRI et le genre Pseudoclavibacter ainsi que 

Lactobacillus pour les maturations 2,3 et 4. Ces résultats montrent une corrélation négative entre 

Pseudoclavibacter et le PRI avec un R2 significatif de 0,46 sur l’ensemble des données et de 0,55 pour 

les traitements en aérobiose (Figure 82A). Le genre Lactobacillus est également corrélé négativement 

avec un R2 de 0,31 pour le PRI (Figure 82B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R2 = 0,38 R2 = 0,46 
R2 = 0,55 
R2 = 0,27 

Figure 82: Corrélations entre le PRI avec le genre Pseudoclavibacter (A) et le PRI avec le genre 
Lactobacillus (B) pour les maturations 2,3 et 4. Les symboles représentent les traitements. Légende 
symboles : carré vide = (M+F-O+), carré plein = (M+F-O-), croix = témoins (M-F+O+) et (M-F+O-), 
triangle = (M+F+O+). Les droites noires correspondent aux régressions linéaires effectuées sur 
l’ensemble des points et les droites colorées, la droite de corrélation effectuée sur les points de même 
couleur. 

(A) ensemble des données (B) ensemble des données 

R2= 0,26 
 

Figure 81: Corrélations entre la valeur du PRI et la quantité d'ADN (A) lors des maturations 2, 3 et 4. 
Les couleurs représentent les maturations et les symboles les traitements. Légende symboles : carrés 
vides = (M+F-O+), carrés pleins = (M+F-O-), croix = (M-F+O+) et (M-F+O-), triangles = (M+F+O+). Les 
droites noires correspondent aux droites de régression linéaire sur l’ensemble des points. 

R2= 0,26 
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Les Pseudoclavibacter pourraient participer à la chute du PRI en aérobiose, mais d’autres 

mécanismes interviendraient probablement. En effet les Pseudoclavibacter sont des bactéries 

aérobies strictes et le PRI a également diminué en anaérobiose (chapitre 2). Certains 

microorganismes et particulièrement des Lactobacillus pourraient participer à la chute du PRI 

observée en anaérobiose. La Figure 83 présente les corrélations entre le PRI et les espèces 

Lactobacillus fermentum ainsi que Lactobacillus coryniformis pour les traitements en anaérobiose. 

Ces espèces sont corrélées négativement au PRI avec un R2 respectivement de 0,64 et de 0,47 en 

anaérobiose et pourraient donc être impliquées dans la chute du PRI en anaérobiose. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats montrent que les microorganismes seraient impliqués dans la chute du PRI. En effet la 

chute du pH est un mécanisme microbien et le pH est au PRI lors de nos expériences. Les bactéries 

du genre Pseudoclavibacter, communes aux trois maturations, et en général les actinomycètes 

pourraient participer à la chute de la P30 et du PRI lors des maturations en aérobiose. En effet, les 

expériences de la maturation 2 présentant les plus fortes chutes de PRI en aérobiose possèdent 

également les plus forts taux d’actinomycètes avec des Pseudoclavibacter mais également des 

Corynebacterium et des Microbacterium. Le genre Pseudoclavibacter est également corrélé au pH 

(R2 = 0,64) et au taux d’azote dans le caoutchouc (R2 de 0,28). De plus, le PRI est également corrélé 

au taux d’azote (R2 de 0,45) et au pH (R2 de 0,54). Ce genre a été décrit comme possédant des 

activités estérase, lipase et arylamidase mais pas d’activités protéase (chapitre 3). Leur 

participation à la perte d’azote dans les crêpes de caoutchouc ne serait donc pas liée à l’hydrolyse 

des protéines présentes mais plutôt à la dégradation des acides aminés, libérant ainsi de 

l’ammoniac et faisant également remonter le pH. Cette dégradation des acides aminés pourrait 

rendre le caoutchouc plus sensible à l’oxydation. En effet, il a été rapporté que les acides aminés 

pourraient jouer un rôle antioxydant dans le caoutchouc (bibliographie). Ces microorganismes 

présentant des activités lipase, ils pourraient également oxyder certains lipides. En effet les 

actinomycètes sont connus depuis longtemps pour leur capacité à dégrader le caoutchouc naturel. 

Il a été rapporté que certaines actinomycètes peuvent dégrader le caoutchouc par des mécanismes 

(B) traitements O- 

R2 = 0,47 R2 = 0,64 

(A) traitements O- 

Figure 83: Corrélations entre la P30 ainsi que le PRI avec les espèces Lactobacillus fermentum (A) et 
Lactobacillus coryniformis (B) lors des traitements en anaérobiose (O-) des maturations 2,3 et 4.Les 
symboles représentent les traitements. Légende : carré pleins = (M+F+O-), croix = (M-F+O-) 

R2 = 0,64 R2 = 0,47 
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d’oxydation des doubles liaisons du polyisoprène, générant des groupements aldéhydes et cétones 

ou bien par oxydation de l’acide linoléique, générant des radicaux libres (bibliographie). D’autres 

microorganismes pourraient également être impliqués dans la dégradation des acides aminés et 

participer à la remontée du pH et à la chute du PRI, comme les Alcaligenaceae observées 

principalement lors de la maturation 3 et par coagulation acide. Certaines espèces de Lactobacillus 

et d’Enterococcus pourraient également participer à la chute du PRI observée en anaérobiose.  

Ces résultats montrent que les corrélations avec la présence des microorganismes sont difficiles à 

établir précisément. Ceci pourrait venir du fait que les quantités de microorganismes ne reflètent 

pas forcément leur niveau activité, c’est-à-dire que des espèces présentes en petite quantité 

peuvent avoir une grande influence dans certains cas via une caractéristique physiologique ou un 

métabolisme spécifique. De plus, plusieurs mécanismes, microbiens ou non microbiens, co-existent 

probablement, rendant les corrélations plus difficiles à observer. Un jeu de données plus important 

serait nécessaire afin de vérifier les observations faites. Toutefois, deux mécanismes microbiens 

ressortent de ces résultats, l’un amenant à l’augmentation de la P0 et l’autre à la chute de la P30 et 

du PRI. L’augmentation de la P0, particulièrement au cours des 2 premiers jours de maturation, 

pourrait être liée en partie aux levures ainsi qu’aux bactéries du genre Enterococcus (notamment 

Enterococcus italicus) et à la production de gel. D’un autre côté, les Actinomycetales et certaines 

bactéries lactiques qui se développent lorsque le pH remonte pourraient participer à la chute du 

PRI et de la P30. Ces microorganismes pourraient rendre le caoutchouc plus sensible à l’oxydation 

par plusieurs mécanismes : (i) en dégradant des antioxydants (acides aminés), (ii) en générant des 

radicaux libres (e.g. à partir d’acide linoléique) ou bien (iii) en oxydant directement les doubles 

liaisons du polyisoprène, générant ainsi certains groupements anormaux du polymère décrits dans 

la littérature.   

Les différentes dynamiques de propriétés observées entre la maturation 2 et les maturations 3 et 4 

seraient donc dues en partie au développement des communautés microbiennes. Ce 

développement différent des communautés microbiennes pourrait venir de la nature initiale de 

l’inoculum, très différente en termes de diversité bactérienne. L’inoculum des maturations 3 et 4 

contenait également du glycérol ce qui a pu stimuler la croissance des microorganismes et 

particulièrement celle des communautés microbiennes acidifiantes favorisant la formation de gel. 

Toutefois, il est difficile de conclure sur les facteurs principaux ayant favorisé le développement 

des bactéries lactiques et ralenti celui des actinomycètes lors des maturations 3 et 4. Ceci pourrait 

également venir de la composition initiale du latex. Il est intéressant de noter que la comparaison 

entre maturations 1 et 2 a montré que l’assèchement des coagulums favorise la remontée du pH et 

la chute du PRI. Les actinomycètes pourraient se développer plus rapidement lorsque les 

coagulums sèchent plus vite. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
L’objectif général de cette thèse était d’étudier les mécanismes microbiens intervenant dans 

l’évolution de la structure et des propriétés du caoutchouc naturel produit à partir du latex d’Hevea 

brasiliensis lors de la maturation du latex et des coagulums de tasses. Pour cela, trois niveaux 

d’analyses ont été réalisés sur des expériences de maturation en conditions contrôlées : analyse de 

la structure et des propriétés du caoutchouc sec, analyse des communautés microbiennes et 

analyses biochimiques. Ces trois niveaux d’analyses ont ensuite été corrélés et mis en parallèle. 

Une première partie du travail a consisté en des mises au point méthodologiques. La première a 

consisté à optimiser les conditions de maturation des échantillons en chambre contrôlée par rapport 

aux travaux menés précédemment par Intapun et al (2010). Nous avons ainsi défini un protocole 

dans lequel les coagulums en cours de maturation sont maintenus humides. Cette méthode, dite 

méthode semi-immergée, permet d’extraire du sérum tout au long de la maturation et de 

déterminer un bilan de matière plus complet en ne perdant aucun composé par égouttage (les pertes 

concernent alors uniquement les gaz et composés volatils). Pour permettre l’analyse des 

communautés microbiennes par des méthodes sans étape de culture, une méthode d’extraction 

d’ADN sur latex et sérum de coagulum a été mise au point. Le rendement d’extraction obtenu est 

satisfaisant tant en termes qualitatifs que quantitatifs pour l’analyses des communautés 

microbiennes par séquençage.  

L’influence de trois paramètres de maturation a été étudiée : milieu aérobie (O+) ou anaérobie (O-) ; 

présence de microorganismes actifs introduits par inoculation (M+) ou échantillons à teneur réduite 

en microorganismes (M-) ; coagulation provoquée par ajout d’acide formique (F+) ou coagulation 

naturelle (F-). Trois séries de maturation ont été réalisées au cours de deux missions en 

Thaïlande (maturation 2 en 2011, maturations 3 et 4 en 2012). Le latex utilisé pour nos expériences a 

été prélevé sur des arbres du clone RRIM600 d’Hevea brasiliensis. 

L’analyse des propriétés et de la structure du caoutchouc sec produit après différents temps de 

maturation dans différentes conditions s’est portée sur la macrostructure (P0, P30 et PRI) et la 

mésostructure (Mw, Mn, gel total) du caoutchouc sec. Ces résultats ont montré que les propriétés ont 

évolué différemment entre la série d’expériences de 2011 (maturation 2) et celles de 2012 

(maturations 3 et 4) mais avec des tendances similaires, les différences étant marquées en ce qui 

concerne la dynamique d’évolution des propriétés. Les dynamiques différentes observées 

pourraient être liées aux différences importantes de diversité des communautés microbiennes 

présentes dans les inoculums utilisés entre nos deux séries d’expériences. Ces dynamiques 

pourraient également s’expliquer par d’autres paramètres non mesurés comme la composition 

initiale du latex, qui peut varier légèrement en fonction notamment des conditions climatiques et de 

la qualité de la gestion des arbres (système de saignée, état sanitaire). Au cours des maturations, la 

P0 a augmenté pour ensuite diminuer. L’augmentation de la P0 s’est faite en même temps que celle 

du taux de gel total et à pH acide. Ceci est à rapprocher du phénomène de durcissement au stockage 

observé sur le caoutchouc sec, avec une disparition des chaînes de polyisoprène de faible masse 

molaire dans la fraction du caoutchouc soluble dans le THF. Le pH du sérum a évolué en deux temps, 

avec une phase d’acidification puis d’alcalinisation en aérobiose. Plus le pH a augmenté et plus 

intense était la diminution de la P30 et du PRI. Des chutes de la Mw ont également été observées lors 
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des maturations, laissant penser que des mécanismes de scissions des chaînes de polyisoprène 

interviendraient en partie dans la chute de la qualité associée aux variations des propriétés.  

Les analyses des communautés microbiennes ont montré au cours de la maturation une 

augmentation de la quantité totale de microorganismes (levures et bactéries) estimée par dosage 

de l’ADN extrait ou par comptage sur boîte. Des analyses de diversité ont été réalisées par 

pyroséquençage 454, mettant en évidence un total de 25 ordres, 60 familles, 161 genres et 483 

espèces différentes de microorganismes, principalement des bactéries. Ces analyses ont permis de 

décrire les diversités des communautés microbiennes se trouvant sur plantation (sérums de tasse) et 

dans le latex. Elles ont également montré que des dynamiques de communautés microbiennes 

étaient présentes au cours des maturations contrôlées. Les premières communautés microbiennes à 

se développer étaient des communautés microbiennes anaérobies facultatives Gram-positives 

acidifiantes avec des bactéries lactiques et des levures. Dans une seconde phase, des bactéries 

aérobies strictes alcalinisantes se sont développées en présence d’oxygène, dont particulièrement 

des actinomycètes du genre Pseudoclavibacter. La coagulation acide a stimulé la croissance de 

certains microorganismes en début de maturation, dont certaines bactéries lactiques (e.g 

Enterococcus) et les levures. En anaérobiose, les microorganismes se sont développés beaucoup 

moins après 2 jours de maturation, particulièrement pour les levures qui n’étaient alors plus 

représentées dans les étalements sur boîte de Pétri. 

Les analyses en HPLC réalisées sur le sérum ont montré que des évolutions de la composition en 

solutés étaient observées au cours des maturations en présence de microorganismes actifs. L’acide 

citrique et les sucres initialement présents dans le latex étaient rapidement dégradés par les 

microorganismes, ainsi que l’acide formique ajouté artificiellement pour provoquer la coagulation. 

Par ailleurs, des composés étaient produits au cours de la maturation par les microorganismes avec 

notamment des acides gras volatils (AGV). Les AGV majoritairement détectés étaient l’acide 

acétique, l’acide propionique et l’acide valérique. Selon la littérature, ces acides gras volatils seraient 

produits principalement à partir des sucres mais nos expériences laissent supposer qu’ils le seraient 

également à partir d’autres substrats carbonés. D’autres composés étaient produits abondamment 

par les communautés microbiennes acidifiantes, correspondant probablement à l’acide 

phénylacétique et à l’acide phénylpropionique (composés antioxydants). Ces analyses ont également 

montré que le québrachitol, abondant dans le latex frais, était dégradé au cours de la maturation par 

les microorganismes, et plus rapidement en présence d’oxygène. La recherche d’activités 

enzymatiques par galerie APIZYM a montré que nombreuses activités enzymatiques (phosphatases, 

protéases, lipases et osidases) d’origine microbienne ou issues nativement du latex, étaient 

détectées dans le sérum en phase acide de maturation.  

Deux mécanismes microbiens ont été identifiés comme ayant un impact significatif sur l’évolution 

des propriétés du caoutchouc naturel.  

Les microorganismes interviendraient dans la remontée de la P0 au cours des 2 premiers jours de 

maturation, ce qui corrobore des résultats précédents (Intapun, Sainte-Beuve et al. 2010). Cette 

augmentation de la P0 en début de maturation était beaucoup plus importante lorsque le latex était 

coagulé à l’acide et associé à un développement plus important des microorganismes totaux, et 

particulièrement des levures et des Enterococcus. Cette augmentation de la P0 s’est accompagnée 

dans certains cas d’une augmentation de la P30. Ces microorganismes pourraient donc produire des 

composés antioxydants protégeant le caoutchouc et participant ou non à la formation de gel. Les 
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analyses biochimiques ont permis de montrer que l’azote total contenu dans des crêpes coagulés à 

l’acide était beaucoup moins abondant que dans ceux coagulés naturellement. Les activités 

protéase et osidase dans le sérum étaient également très intenses en début de maturation. La perte 

d’azote des crêpes lors de la coagulation acide était probablement liée à une solubilisation de 

protéines/peptides dans le sérum. Ces substrats libérés dans le sérum pourraient stimuler la 

croissance des microorganismes et ainsi favoriser l’augmentation plus rapide de la P0.  

Les données ont montré que le PRI était corrélé négativement au taux d’azote dans les crêpes. La 

perte de protéines, de peptides et d’acides aminés, dont certains connus pour leurs propriétés 

antioxydantes, sensibiliserait le caoutchouc à l’oxydation. Les microorganismes interviendraient 

dans la chute de la P30 et du PRI en phase d’alcalinisation. Ce mécanisme semblerait lié au 

développement des communautés microbiennes alcalinisantes aérobies strictes avec 

particulièrement les actinomycètes (Pseudoclavibacter) représentés lors de toutes nos maturations. 

Ce genre bactérien possède de fortes activités arylamidase et lipase. Des dynamiques de perte 

d’azote ont été observées dans les crêpes coagulés naturellement en lien avec les remontées de pH 

dues probablement à la libération d’ammoniac par dégradation des acides aminés. En dégradant les 

acides aminés, les bactéries du genre Pseudoclavibacter pourraient induire une chute de la 

résistance à l’oxydation du caoutchouc. De plus les actinomycètes ont été rapportés depuis 

longtemps comme étant capables de dégrader le caoutchouc par clivage oxydatif des doubles 

liaisons du polyisoprène et/ou par des enzymes capables de générer des radicaux libres comme le 

couple lipoxygénase/acide linoléique (voir bibliographie).  

PERSPECTIVES 

Il est très probable que d’autres mécanismes microbiens et non microbiens, non détectés dans notre 

étude, interviennent dans l’évolution complexe des propriétés au cours de la maturation des 

coagulums de tasse. Cependant, nos travaux ont permis de dégager quelques pistes pour la 

compréhension du rôle des communautés microbiennes dans l’évolution de la qualité du caoutchouc 

au cours de la maturation. Il serait intéressant d’approfondir ces différentes pistes avec notamment 

la production de gel, sa composition et sa structuration en lien avec le développement des 

microorganismes en début de maturation. Il serait également intéressant d’étudier la dégradation du 

caoutchouc naturel par les actinomycètes ainsi que leurs mécanismes d’action. 

Les approches et outils méthodologiques développés pourraient par ailleurs permettre d’aller plus 

loin dans de futures études. D’autres séries de maturations seraient nécessaires afin de pouvoir 

confirmer et compléter ces résultats. Ces mêmes analyses devraient être réalisées avec en plus une 

évaluation de la composition initiale du latex ainsi que de l’évolution des lipides neutres, des lipides 

polaires et des compositions en acides gras libres (acide linoléique) du caoutchouc naturel. Il serait 

également intéressant de séquencer les protéines de hauts poids moléculaires (62 kDa) apparaissant 

en fin de maturation et probablement impliquées dans la chute des propriétés. 

Ces résultats montrent qu’il devrait être possible d’orienter l’évolution de certaines propriétés en 

contrôlant les paramètres de maturation. Différents itinéraires technologiques pourraient être mis 

en œuvre en fonction des propriétés recherchées. Ainsi, l’oxygène est connu comme ayant un impact 

négatif sur les propriétés du caoutchouc. Nos résultats montrent cependant qu’avant 2 jours de 

maturation l’oxygène n’a pas d’impact. Au-delà de 2 jours, il pourrait être conseillé de conserver 

rapidement les coagulums en anaérobiose afin de limiter les phénomènes d’oxydation et le 
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développement des bactéries aérobies strictes alcalinisantes. La coagulation acide en présence de 

certains microorganismes actifs (bactéries lactiques, levures) pourrait également être conseillée pour 

produire des caoutchoucs avec de bonnes propriétés pour des temps de maturation courts, avec 

cependant un risque si le temps de maturation s’allonge. La coagulation naturelle en présence de 

certains microorganismes bénéfiques pourrait être par contre une solution recommandée pour 

conserver les coagulums longtemps dans leur environnement sans précaution particulière.  

Il serait intéressant d’isoler et de cultiver les microorganismes identifiés dans notre étude comme 

semblant avoir un impact positif ou négatif sur les propriétés du caoutchouc sec, afin de les étudier 

et de les utiliser en tant qu’inoculum. Une des perspectives intéressantes serait de contrôler 

l’évolution des propriétés sur plantation en jouant sur l’inoculum utilisé ainsi que sur les conditions 

de maturation des coagulums, comme proposé précédemment. Il serait notamment intéressant 

d’inoculer du latex avec des communautés microbiennes enrichies en différentes espèces de levures, 

bactéries lactiques et d’actinomycètes afin d’en évaluer l’impact sur l’évolution des propriétés lors de 

maturations contrôlées. Il serait également intéressant de tester l’impact sur l’évolution des 

propriétés de l’ajout de sources de carbone (sucres, glycérol…) dans le latex pour favoriser le 

développement de bactéries lactiques en début de maturation, ce qui pourrait selon nos résultats 

contribuer à la résistance du caoutchouc à l’oxydation. Une étude des facteurs favorisant le 

développement des communautés microbiennes acidifiantes en début de maturation en lien avec les 

propriétés et la structure du caoutchouc serait dans ce cadre intéressante à mener. Il serait de plus 

intéressant de savoir si les mêmes communautés microbiennes sont présentes dans le latex et les 

sérums de tasses en fonction de la localisation des plantations, des clones d’Hevea et des conditions 

climatiques.  
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ANNEXE 
 

Annexe 1 : Protocole « plante » utilisée lors des premiers essais d’extraction d’ADN sur sérum de 
coagulum et latex en France 

Mode opératoire : 

MICROPREPARATION D'ADN A PARTIR 100 µL DE SERUM DE COAGULUM OU DE LATEX CAPTURE 

SUR POUDRE DE SILICE GLASSMILK 

 

1. PRELEVEMENT DU MATERIEL  

2. LYSE DES MICROORGANISMES 

VARIANTE 1 : LYSOZYME 

1. 100 µL de sérum ou de latex + 100 µL de tampon lysozyme (20 mg/mL de lysozyme dans du 
TE 1x) 

2. Incubation 1 h à 37°C 
 

VARIANTE 2 : BROYAGE A BILLES 

1. 100 µL sérum ou latex + 50 µL billes de verres (0.45 mm) + 100 µL billes zirconium   
2. Broyage 2 x 1.30 min dans un broyeur à bille (tissue lyser Qiagen) avec une fréquence de 

26/s 
 

VARIANTE 3 : AZOTE LIQUIDE 

1. Broyage de 10 ml de sérum de coagulum ou de latex dans un mortier et pilon préalablement 

nettoyé à l’éthanol. Le broyage se fait sous azote liquide pour congeler l’échantillon. 

2. Le tampon de lyse est ajouté à 100 µL de poudre 

VARIANTE 4 : LYSOZYME + ZYMOLYASE  

1. 100 µL de sérum ou de latex + 100 µL de tampon lysozyme et zymolyase (20 mg/mL de 
lysozyme et 4 mg/ml de zymolyase 100T dans du TE 1x) 

2. Incubation 1 h à 37°C 
 
VARIANTE 5 : LYSOZYME + ZYMOLYASE + CAYLASE 

1. 100 µL de sérum ou de latex + 100 µL de tampon lysozyme et zymolyase (20 mg/mL de 
lysozyme, 4,2 mg/ml de zymolyase 100T, 20 mg/ml de caylase C4 (Cayla) dans du TE 1X) 

2. Incubation 1 h à 37°C 
 
VARIANTE 6 : ZYMOLYASE + CAYLASE 

1. 100 µL de sérum ou de latex + 100 µL de tampon lysozyme et zymolyase (4,2 mg/ml de 
zymolyase 100T et 20 mg/ml de caylase C4 (Cayla) dans du TE 1X) 

2. Incubation 1 h à 37°C 
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3. EXTRACTION (2 VERSIONS) 

VARIANTE TAMPON D'EXTRACTION SDS (2X) : 200mM Tris pH = 8.0, 50mM EDTA, 1 M NaCl, 2 % SDS, PVP 

40000 1%, 1 g/100ml bisufite de sodium (à ajouter extempora), Préchauffer le tampon vers 50°C 

avant utilisation  

1. Ajouter 0,2 mL (1 :1) de tampon d’extraction. Mélanger doucement par inversion et 
homogénéiser au Vortex. 

2. Incuber à 65°C pendant 30 min dans un bain-Marie  
 

VARIANTE TAMPON D'EXTRACTION PROTEINASE K (2X) : 200mM Tris pH = 8.0, 250mM EDTA, 500 mM NaCl, 

2 % N lauryl sarkosyl, PVP 40000 1%, protéinase K 2 mg/mL, 1 g/100ml bisufite de sodium (à ajouter 

extempora), Préchauffer le tampon vers 50°C avant utilisation 

1. Ajouter 0,2 mL de tampon d’extraction. Mélanger doucement par inversion et homogénéiser 
au Vortex. 

2. Incuber à 55°C pendant 60 min dans un bain-Marie  
 

4. DEPROTEINISATION 

1. Ajouter 200 µL (0.5 :1) d'acétate de potassium (5M/3M) froid (dans la glace). Agiter 
doucement par inversion puis homogénéiser au Vortex. 

2. Incuber 10 min dans la glace. 
3. Centrifuger 10 min à 12500 rpm à 4°C (Centrifugeuse Eppendorf) 
4. Transférer environ 350 µL de surnageant dans un tube de 1,5 mL 

 
5. FIXATION SUR FIBRE DE SILICE 

1. Ajouter 400 µL de tampon AMMCGE (1.1 : 1) (Chlorure de guanidium 7.8M / Ethanol). 
Mélanger soigneusement par pipetage. 

Remarque : à cette étape, il est possible de laisser l’échantillon à 4°C pendant quelques heures (temps 

du repas par exemple) 

2. Appliquer les 750 L du mélange dans la plaque de fixation (Plaque Acroprep 96 Filter Plate 
PALL (ref PN 5051)). Centrifuger la plaque 2 min à 6000 rpm à température ambiante. 
Eliminer le liquide qui passe. 

Remarque : certains échantillons contiennent des particules en suspension qui peuvent colmater les 

membranes. Dans ce cas, il faut centrifuger plus longtemps (par séries de 2 min) jusqu’au passage 

complet du liquide l’échantillon. 

3. 1° lavage: déposer 600 L de tampon AMMLav/E (Ethanol et sel d'acétate de potassium) 
dans chaque puits de la plaque. Centrifuger la plaque 2 min à 6000 rpm à température 
ambiante. Eliminer le liquide qui passe. 

4. 2° lavage: déposer 600 L de tampon AMMLav/E (Ethanol et sels d'acétate de potassium) 
dans chaque puits de la plaque. Centrifuger la plaque 10 min à 6000 rpm à température 
ambiante (pour bien essorer la colonne). Eliminer le liquide qui passe. 

 
Remarques :  
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- les traces résiduelles d’éthanol sur la membrane interfèrent avec le tampon d’élution et peuvent 

faire chuter le rendement de récupération de l’ADN. La phase d’essorage est très importante. 

- Les membranes peuvent céder à la force centrifuge et se percer d’un trou (de petit diamètre) en leur 

centre. Le rendement de récupération de l’ADN n’est pas altéré. 

6. ELUTION DE L'ADN 

1. Déposer sur la colonne 100 L d’eau ultrapure (ou de TE1X) préchauffé vers 50°C. Attendre 5 
min à température ambiante. 

2. Centrifuger 2 min à 6000 rpm à température ambiante. Récupérer le liquide qui passe dans 
une plaque de réception. Stocker l’ADN à -20°C. 

Remarque : la plaque de réception est une plaque 96 de PCR en polypropylène, plaque 96 de stockage 

en faible volume en polypropylène, plaque 96 puits profonds ou tubes Micronic courts sur portoir 96. 

Faire attention à la résistance mécanique de la plaque de réception lors de la centrifugation à 6200 g. 

PREPARATION DES SOLUTIONS 

Tampon SDS : 

Pour 100 mL mélanger : 20 mL de Tris 1M (pH = 8), 10 mL d’EDTA 0,5M, 20 mL NaCl 2.5M, 6,25 mL de 

SDS 20%, 1 g PVP 40000, 1 g bisulfite de sodium, 43.5 mL d’eau ultrapure  

Acétate de potassium (3M potassium et 5M acétate) : 

Pour 100 mL mélanger : 60 ml d’acétate de potassium 5M, 11.5 mL d'acide acétique glacial (37%) et 

28.5 mL d’eau ultrapure. 

AMMCGE (Chlorure de Guanidium 7.8M/Ethanol) : 

1. Préparation de la solution de chlorure de guanidium 7.8 M (Produit Sigma ref G-3272) : 

Dissoudre 37.25 g de chlorure de guanidium dans l'eau jusqu'à un volume final de 50 mL de 

solution (faire le mélange dans un tube Sarstedt ou Falcon de 50 mL). Vérifier, si possible, 

l'indice de réfraction au réfractomètre : n = 1.449 

2. Puis Mélanger 1/3 de solution de chlorure de guanidium 7.8 M et 2/3 d'éthanol à 96%. 

AMMLav/E (Ethanol et sels d'acétate de potassium) 

1. Pour 100 mL d’une solution aqueuse d’AMMlav (Acétate de potassium 160 mM, Tris HCl ph 8 

22,5 mM, EDTA 0,1 mM) mélanger : 2,25 mL de Tris 1M pH = 8, 20 µL d’EDTA 0,5M, 3,2 mL 

d’acétate de potassium 5M et 94,50 mL d’eau ultrapure 

2. Pour la solution d’AMMLav/E mélanger 100 mL d’AMMLav et 170 mL d'éthanol 96% 
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Annexe 2 : Évolution de la macrostructure (P0, P30 et PRI) et de la mésotructure (Gel total, Mw et Mn) au 
cours de la maturation 4. Les points correspondent à la moyenne des trois répétitions indépendantes de 
maturation et les barres aux écarts types. Les points estompés correspondent aux crêpes de caoutchouc 
ayant rencontrées de problèmes au séchage. Les lignes continues représentent des courbes de tendance 
estimées. 
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Annexe 3: Distribution des masses des chaînes solubilisées de polyisoprène obtenue par SEC-MALS pour les 
traitements en aérobiose de la maturation 4. 
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Annexe 4 : Liste des genres (G) et espèces (E) retrouvés dans les échantillons. Pour chaque espèce 
l’ordre (O) est donné, ainsi que sa catégorie (Cat). Légende catégorie : espèces retrouvées dans les 
échantillons de maturation (M), espèces retrouvés dans les échantillons de plantation (P), espèces 
spécifiques du latex (SL), espèces spécifiques des échantillons de cultivable (SC), espèces cultivables 
(C). Légende ordre : Actinomycetales (O1), Bifidobacteriales (O2), Coriobacteriales (O3), Bacteroidales 
(O4), Cytophagales (O5), Flavobacteriales (O6), Sphingobacteriales (O7), Bacillales (O8), 
Lactobacillales (O9), Clostridiales (O10), Erysipelotrichales (O11), Selenomonadales (O12), 
Caulobacterales (O13), Rhizobiales (O14), Rhodobacterales (O15), Rhodospirillales (O16), 
Sphingomonadales (O17), Burkholderiales (O18), Neisseriales (O19), Rhodocyclales (O20), 
Enterobacteriales (O21), Pseudomonadales (O22), Vibrionales (O23), Xanthomonadales (O24), 
Anaeroplasmatales (O25) 

 

E O G Cat Genre et espèce 

- O1 G1 - Archeae 

- O1 G2 - Actinomycetaceae gn. 

E1 O1 G3 M Actinobaculum sp. HA1 

E2 O1 G3 M 
Actinobaculum sp. oral taxon 
183 

E3 O1 G3 MP Actinobaculum sp. P2P_19 P1 

E4 O1 G4 M Actinomyces hyovaginalis 

E5 O1 G4 P Actinomyces lingnae 

E6 O1 G4 P Actinomyces meyeri 

E7 O1 G4 MP Actinomyces naturae 

E8 O1 G4 P Actinomyces odontolyticus 

E9 O1 G4 MP Actinomyces sp. 152R-3 

E10 O1 G4 MP Actinomyces sp. HKU31 

E11 O1 G4 P Actinomyces sp. oral taxon C55 

E12 O1 G5 M Corynebacterium appendicis 

E13 O1 G5 MP Corynebacterium flavescens 

E14 O1 G5 MP Corynebacterium nuruki S6-4 

E15 O1 G5 M Corynebacterium sp. R-4 

E16 O1 G5 MP 
Corynebacterium variabile DSM 
44702 

E17 O1 G6 M Dietzia sp. BZ84 

- O1 G6 - Dietzia 

- O1 G7 - Gordonia 

E18 O1 G8 M Brevibacterium sp. 34 

E19 O1 G8 P Brevibacterium sp. MN3-3 

E20 O1 G8 P Brevibacterium sp. PX20b_S1 

- O1 G9 - Microbacteriaceae gn. 

E21 O1 G10 P Candidatus Rhodoluna lacicola 

E22 O1 G11 M Humibacter albus 

E23 O1 G12 P Leucobacter alluvii 

E24 O1 G12 P Leucobacter aridicollis 

E25 O1 G12 M Leucobacter chironomi 

E26 O1 G12 MP Leucobacter chromiireducens 

E27 O1 G12 MP Leucobacter komagatae 

E28 O1 G12 P Leucobacter sp. 38 

E29 O1 G12 P Leucobacter sp. BBDP56 

E30 O1 G13 M Microbacterium marinilacus 

E31 O1 G13 M Microbacterium sp. 0701P1-2 

E32 O1 G13 P Microbacterium sp. ADAT-G 

E33 O1 G13 P Microbacterium sp. BBDP82 

E34 O1 G13 MP;C Microbacterium sp. J54CAD 

E35 O1 G14 M Pseudoclavibacter soli 

E36 O1 G14 MP;C Pseudoclavibacter sp. KP04 

E37 O1 G14 MP Pseudoclavibacter sp. MJ28 

E38 O1 G14 MP Pseudoclavibacter sp. R32.NA 

- O1 G15 - Micrococcaceae gn. 

E39 O1 G16 P Kocuria halotolerans 

E40 O1 G17 MP Cellulosimicrobium sp. LH7 

E41 O1 G18 P Rarobacter faecitabidus 

E O G Cat Genre et espèce 

E42 O1 G19 M Aeromicrobium sp. PL34a1_S1 

E43 O1 G20 M Nocardioides sp. MJ31 

- O1 G21 - Propionibacteriaceae gn. 

E44 O1 G22 MP 
Propionibacterium 
acidipropionici 

E45 O1 G22 P Propionibacterium acnes 

E46 O1 G22 P 
Propionibacterium 
cyclohexanicum 

E47 O1 G22 P Propionibacterium sp. HUK23 

E48 O1 G22 P 
Propionibacterium sp. 
rennanqilfy60 

E49 O1 G22 P Propionibacterium thoenii 

E50 O1 G23 M Streptomyces sp. DA01013 

E51 O2 G24 M Bifidobacterium sp. PG18 

- O2 G25 - Coriobacteriaceae gn. 

E52 O3 G26 MP Atopobium sp. F0209 

E53 O3 G26 MP Atopobium sp. ICM42b10 

E54 O3 G27 MP Denitrobacterium detoxificans 

E55 O3 G28 M Eggerthella lenta 

E56 O3 G29 P Olsenella profusa 

E57 O3 G29 M Olsenella sp. BS-3 

E58 O3 G29 MP Olsenella sp. F0004 

E59 O3 G29 MP Olsenella sp. F0206 

E60 O3 G29 MP Olsenella sp. lac31 

E61 O3 G29 MP Olsenella sp. oral taxon 809 

E62 - - M actinobacterium iEAIC68 

E63 - - P actinobacterium iEAIC94 

E64 O4 G30 P Bacteroides acidifaciens 

E65 O4 G30 M Bacteroides clarus 

E66 O4 G30 P Bacteroides eggerthii 

E67 O4 G30 P Bacteroides finegoldii 

E68 O4 G31 P 
Dysgonomonas 
capnocytophagoides 

E69 O4 G31 MP Dysgonomonas gadei 

E70 O4 G32 P Prevotella amnii 

E71 O4 G32 MP Prevotella bryantii 

E72 O4 G32 MP Prevotella copri 

E73 O4 G32 P Prevotella oris 

E74 O4 G32 MP Prevotella oulorum 

E75 O4 G32 MP Prevotella paludivivens 

E76 O4 G32 MP Prevotella sp. BP1-56 

E77 O4 G32 P Prevotella sp. DJF_RP53 

E78 O4 G32 P Prevotella sp. HY-36-2 

E79 O4 G32 M Prevotella sp. oral taxon 289 

- O5 G33 - Cytophagaceae gn. 

E80 O5 G34 P Pontibacter akesuensis 

E81 O5 G34 P Pontibacter sp. Luntai10 

E82 O6 G35 P Flavobacteriaceae sp. 

E83 O6 G36 P Chryseobacterium sp. WCI 
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E O G Cat Genre et espèce 

E84 O6 G37 P Empedobacter sp. PH7-1 

E85 O6 G38 P Flavobacterium ceti 

E86 O6 G38 P 
Flavobacterium sp. AKB-2008-
JO104 

E87 O6 G38 P Flavobacterium sp. ANU301 

E88 O6 G38 P Flavobacterium sp. FB7 

E89 O6 G38 P Flavobacterium sp. IICDBZ3 

E90 O6 G38 P Flavobacterium succinicans 

E91 O6 G38 P Myroides odoratus 

E92 O6 G38 P Wautersiella falsenii 

- O6 G39 - Myroides 

- O6 G40 - Wautersiella 

- O7 G41 - Chitinophagaceae gn. 

E93 O7 G42 P Flavisolibacter sp. Gsoil 636 

E94 O7 G43 P 
Sediminibacterium sp. 
HME7863 

- O7 G44 - Sphingobacteriaceae gn. 

E95 O7 G45 P 
Sphingobacterium composti 
Ten et al. 2007 

E96 O7 G45 P Sphingobacterium sp. 0-1 

E97 O7 G45 P Sphingobacterium sp. BHN1 

E98 O7 G45 P Sphingobacterium sp. GF2B 

E99 O7 G45 P Sphingobacterium sp. MOL-1 

E100 O7 G45 P 
Sphingobacterium sp. NBRC 
13496 

E101 O7 G45 P 
Sphingobacterium sp. NBRC 
15340 

E102 O7 G45 P Sphingobacterium sp. WS 4555 

E103 O7 G45 MP;C 
Sphingobacterium 
thalpophilum 

- O8 G46 - Bacillaceae gn. 

E104 O8 G47 MP;C Bacillus cereus 

E105 O8 G47 P 
Bacillus thuringiensis serovar 
kurstaki 

E106 O8 G47 M Bacillus clausii 

E107 O8 G47 M Bacillus clausii KSM-K16 

E108 O8 G47 M Bacillus firmus 

E109 O8 G47 M Bacillus sp. 11.4 KSS 

E110 O8 G47 M Bacillus sp. 1P10SA 

E111 O8 G47 M Bacillus sp. B2(2007b) 

E112 O8 G47 M Bacillus sp. D-39-25-3 

E113 O8 G47 M Bacillus sp. ECU0015 

E114 O8 G47 P Bacillus sp. ET43 

E115 O8 G47 M Bacillus sp. H167 

E116 O8 G47 MP;C Bacillus sp. JU2(2010) 

E117 O8 G47 P Bacillus sp. MC-BAC-4 

E118 O8 G47 M Bacillus sp. RS(2010) 

E119 O8 G47 M Bacillus sp. WCC 4583 

E120 O8 G47 P Bacillus sp. YY 

E121 O8 G48 MP Lysinibacillus fusiformis 

E122 O8 G48 M;C Lysinibacillus sphaericus 

E123 O8 G49 MP Paenibacillaceae sp. 

E124 O8 G50 P Brevibacillus brevis 

E125 O8 G50 M Brevibacillus laterosporus 

E126 O8 G50 P Brevibacillus sp. K6-09 

E127 O8 G50 P Brevibacillus sp. R-36717 

E128 O8 G50 P Brevibacillus sp. SUT47 

E129 O8 G51 P Paenibacillus pasadenensis 

E130 O8 G51 P Paenibacillus sp. oral taxon E29 

E131 O8 G51 P Paenibacillus sp. YT0003 

- O8 G52 - Planococcaceae gn. 

E132 O8 G53 MP;C Kurthia gibsonii 

E133 O8 G53 P;C Kurthia sp. CC-LY184 

E134 O8 G53 P Kurthia sp. Dielmo 

E135 O8 G53 MP Kurthia sp. JC30 

E136 O8 G53 P Kurthia sp. M3T8Bx 

E137 O8 G53 MP;C Kurthia sp. PAOGL173 

E138 O8 G53 M Kurthia sp. VITA1 

E O G Cat Genre et espèce 

E139 O8 G54 MP Rummeliibacillus sp. J3Ba-35 

E140 O8 G54 MP Rummeliibacillus sp. J5Ba-57 

E141 O8 G55 P Sporolactobacillus putidus 

E142 O8 G55 M Sporolactobacillus vineae 

E143 O8 G56 P Staphylococcus sp. SRC_DSE14 

E144 O9 G57 M Aerococcus sp. P3-2 

E145 O9 G57 M Aerococcus urinaeequi 

E146 O9 G57 M Aerococcus viridans 

E147 O9 G58 P Carnobacterium sp. BBDP71 

- O9 G59 - Enterococcaceae gn. 

E148 O9 G60 MP;C Enterococcus avium 

E149 O9 G60 M;C Enterococcus camelliae 

E150 O9 G60 M;C Enterococcus canintestini 

E151 O9 G60 M Enterococcus canis 

E152 O9 G60 MP;C Enterococcus casseliflavus 

E153 O9 G60 MP Enterococcus cecorum 

E154 O9 G60 MP Enterococcus devriesei 

E155 O9 G60 MP Enterococcus durans 

E156 O9 G60 MP;C Enterococcus faecalis 

E157 O9 G60 MP;C Enterococcus faecium 

E158 O9 G60 M Enterococcus faecium Aus0004 

E159 O9 G60 MP;C Enterococcus gallinarum 

E160 O9 G60 MP;C Enterococcus gilvus 

E161 O9 G60 MP;C Enterococcus hermanniensis 

E162 O9 G60 MP;C Enterococcus hirae 

E163 O9 G60 MP;C Enterococcus italicus 

E164 O9 G60 M Enterococcus pallens 

E165 O9 G60 MP Enterococcus phoeniculicola 

E166 O9 G60 P Enterococcus pseudoavium 

E167 O9 G60 MP;C Enterococcus saccharolyticus 

E168 O9 G60 M Enterococcus silesiacus 

E169 O9 G60 M;C Enterococcus sp. ALE-1 

E170 O9 G60 MP Enterococcus sp. F157 

E171 O9 G60 M Enterococcus sp. FR-3 

E172 O9 G60 MP;C Enterococcus sp. GYPB01 

E173 O9 G60 M Enterococcus sp. INBio2557L 

E174 O9 G60 M Enterococcus sp. LS0963-05 

E175 O9 G60 M Enterococcus sp. NBRC 105208 

E176 O9 G60 M Enterococcus sp. NBRC 107322 

E177 O9 G60 MP;C Enterococcus sp. NBRC 107344 

E178 O9 G60 MP Enterococcus sp. NBRC 107345 

E179 O9 G60 M Enterococcus sp. PPC15 

E180 O9 G60 M Enterococcus sp. PPC34A 

E181 O9 G60 M Enterococcus sp. RV-31 

E182 O9 G60 M Enterococcus sp. SE-8 

E183 O9 G60 M Enterococcus sulfureus 

E184 O9 G61 M Tetragenococcus muriaticus 

E185 O9 G61 M Tetragenococcus solitarius 

E186 O9 G62 MP;C Vagococcus fluvialis 

E187 O9 G62 M;C Vagococcus sp. HS-v5 

E188 O9 G62 M Vagococcus sp. MIS7 

- O9 G63 - Lactobacillaceae gn. 

E190 O9 G64 M Lactobacillus acidipiscis 

E191 O9 G64 M Lactobacillus agilis 

E192 O9 G64 M Lactobacillus bifermentans 

E193 O9 G64 MP Lactobacillus brevis 

E194 O9 G64 P Lactobacillus buchneri 

E195 O9 G64 P 
Lactobacillus buchneri NRRL B-
30929 

E196 O9 G64 MP Lactobacillus camelliae 

E197 O9 G64 MP Lactobacillus casei group 

E198 O9 G64 MP Lactobacillus casei 

E199 O9 G64 P Lactobacillus paracasei 

E200 O9 G64 MP Lactobacillus coryniformis 

E201 O9 G64 P Lactobacillus crustorum 

E202 O9 G64 MP Lactobacillus curvatus 

E203 O9 G64 MP Lactobacillus delbrueckii 

E204 O9 G64 MP Lactobacillus farciminis 
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E O G Cat Genre et espèce 

E205 O9 G64 MP;C Lactobacillus fermentum 

E206 O9 G64 MP Lactobacillus harbinensis 

E207 O9 G64 P 
Lactobacillus kefiranofaciens 
subsp. kefirgranum 

E208 O9 G64 MP Lactobacillus mali 

E209 O9 G64 MP Lactobacillus manihotivorans 

E210 O9 G64 MP Lactobacillus nantensis 

E211 O9 G64 MP Lactobacillus nasuensis 

E212 O9 G64 MP Lactobacillus plantarum 

E213 O9 G64 MP Lactobacillus pobuzihii 

E214 O9 G64 MP Lactobacillus rhamnosus 

E215 O9 G64 M Lactobacillus rhamnosus GG 

E216 O9 G64 M Lactobacillus similis 

E217 O9 G64 MP Lactobacillus sp. 123B 

E218 O9 G64 P Lactobacillus sp. 88 

E219 O9 G64 P Lactobacillus sp. AB032 

E220 O9 G64 P Lactobacillus sp. JCM 20043 

E221 O9 G64 MP Lactobacillus sp. JCM 8609 

E222 O9 G64 MP Lactobacillus sp. MbBipro17 

E223 O9 G64 M Lactobacillus sp. NBRC 107212 

E224 O9 G64 MP Lactobacillus sp. NBRC 107246 

E225 O9 G64 M Lactobacillus sp. NBRC 107279 

E226 O9 G64 MP Lactobacillus sp. RA2062 

E227 O9 G64 M Lactobacillus sp. rennanqilfy32 

E228 O9 G64 M Lactobacillus sp. TRF7 

E229 O9 G64 MP Lactobacillus sp. TTp13 

E230 O9 G64 M Lactobacillus sp. TTp14 

E231 O9 G64 M Lactobacillus sp. YE06 

E232 O9 G64 MP Lactobacillus suebicus 

E233 O9 G64 MP Lactobacillus vaccinostercus 

- O9 G65 - Leuconostocaceae gn. 

E234 O9 G66 M Leuconostoc mesenteroides 

E235 O9 G67 MP Weissella paramesenteroides 

E236 O9 G67 MP Weissella sp. MVP03 

- O9 G68 - Streptococcaceae gn. 

E237 O9 G69 M Lactococcus garvieae 

E238 O9 G69 MP;C Lactococcus lactis subsp. lactis 

E239 O9 G69 MP;C 
Lactococcus lactis subsp. lactis 
IO-1 

E240 O9 G69 PSL Lactococcus sp. NBRC 106037 

E241 O9 G70 M Streptococcus lutetiensis 

E242 O9 G70 M Streptococcus sp. 4C68C 

E243 O9 G70 M Streptococcus sp. G3 

- O10 G71 - Clostridiaceae gn. 

E244 O10 G72 P Butyricicoccus pullicaecorum 

E245 O10 G73 MP Clostridium beijerinckii 

E246 O10 G73 MP Clostridium botulinum 

E247 O10 G73 M 
Clostridium botulinum 
BKT015925 

E248 O10 G73 MP Clostridium butyricum 

E249 O10 G73 P Clostridium cellulosi 

E250 O10 G73 P Clostridium chromoreductans 

E251 O10 G73 MP Clostridium corinoforum 

E252 O10 G73 P Clostridium diolis 

E253 O10 G73 MP Clostridium ljungdahlii 

E254 O10 G73 MP 
Clostridium ljungdahlii DSM 
13528 

E255 O10 G73 P Clostridium longisporum 

E256 O10 G73 P Clostridium puniceum 

E257 O10 G73 MP Clostridium saccharobutylicum 

E258 O10 G73 P Clostridium scatologenes 

E259 O10 G73 MP Clostridium sp. DC1 

E260 O10 G73 MP Clostridium sp. MSTE9 

E261 O10 G73 P Clostridium sp. strain P6 

E262 O10 G73 MP Clostridium sp. strain S6 

E263 O10 G73 MP Clostridium sp. strain Z6 

E264 O10 G73 M Clostridium sp. YIT 12070 

E265 O10 G73 P Clostridium subterminale 

E O G Cat Genre et espèce 

E266 O10 G73 MP Clostridium tyrobutyricum 

E267 O10 G74 M Tissierella praeacuta 

E268 O10 G74 M Tissierella sp. LBN 292 

E269 O10 G74 M Mogibacterium timidum 

E270 O10 G75 P Oscillibacter sp. G2 

E271 O10 G75 M Oscillibacter sp. GH1 

E272 O10 G75 MP 
Oscillibacter valericigenes 
Sjm18-20 

- O10 G76 - Ruminococcaceae gn. 

E273 O10 G77 M Ruminococcus sp. 16442 

E274 O10 - M 
Clostridiales genomosp. BVAB3 
str. UPII9-5 

- O11 G78 - Erysipelotrichaceae gn. 

E275 O11 G79 M Erysipelothrix inopinata 

E276 O11 G79 MP Erysipelothrix rhusiopathiae 

E277 O11 G79 MP Erysipelothrix sp. Oita0548 

E278 O11 G80 MP Solobacterium moorei 

E279 O11 G81 P Eubacterium tortuosum 

- O12 G82 - Veillonellaceae gn. 

E280 O12 G83 MP Allisonella histaminiformans 

E281 O12 G84 MP Anaeroglobus geminatus 

E282 O12 G85 MP Dialister propionicifaciens 

E283 O12 G85 MP Dialister sp. oral taxon 119 

E284 O12 G86 MP Megasphaera cerevisiae 

E285 O12 G86 MP Megasphaera elsdenii 

E286 O12 G86 P Megasphaera micronuciformis 

E287 O12 G86 MP Megasphaera paucivorans 

E288 O12 G86 MP Megasphaera sp. BV3C16-1 

E289 O12 G86 P 
Megasphaera sp. sp4-iso-
1_H02x2 

E290 O12 G86 M Megasphaera sp. TrE9262 

E291 O12 G86 P Megasphaera sueciensis 

E292 O12 G87 MP Mitsuokella multacida 

E293 O12 G87 MP Mitsuokella sp. DJF_RR21 

E294 O12 G88 MP Selenomonas lacticifex 

- O13 G89 - Caulobacteraceae gn. 

E295 O13 G90 P Brevundimonas diminuta 

E296 O13 G90 P Brevundimonas sp. cf01 

E297 O13 G90 P Brevundimonas sp. S-SL-1 

E298 O13 G90 P 
Brevundimonas-like sp. LMG 
11050 

E299 O14 G91 P 
Chelatococcus 
asaccharovorans 

- O14 G92 - Bradyrhizobiaceae gn. 

E300 O14 G93 P Rhodopseudomonas palustris 

-  G94 - Brucellaceae gn. 

E301 O14 G95 P Mycoplana sp. IHB B 2267 

E302 O14 G96 M Ochrobactrum anthropi 

E303 O14 G96 M Ochrobactrum gallinifaecis 

E304 O14 G96 M Ochrobactrum intermedium 

E305 O14 G96 MP 
Ochrobactrum 
pseudogrignonense 

E306 O14 G96 MP Ochrobactrum sp. 15 

E307 O14 G96 M Ochrobactrum sp. J3 

E308 O14 G96 M Ochrobactrum sp. KD2009-45 

E309 O14 G96 P Ochrobactrum sp. S79 

E310 O14 G97 P Paenochrobactrum glaciei 

E311 O14 G98 M Pseudochrobactrum sp. IITRP1 

E312 O14 G99 P Devosia crocina 

E313 O14 G99 P Devosia riboflavina 

E314 O14 G100 MP 
Methylobacterium extorquens 
DM4 

- O14 G101 - Phyllobacteriaceae gn. 

E315 O14 G102 M Aquamicrobium lusatiense 

E316 O14 G103 P Chelativorans sp. YIM 93876 

E317 O14 G104 M Mesorhizobium sp. Q-2 

- O14 G105 - Rhizobiaceae gn. 

E318 O14 G106 P Agrobacterium tumefaciens 
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E O G Cat Genre et espèce 

E319 O14 G107 P Rhizobium sp. R-31762 

E320 O14 G107 M Rhizobium sp. W3 

- O15 G108 - Rhodobacteraceae gn. 

E321 O15 G109 M Paracoccus alcaliphilus 

E322 O15 G109 P Paracoccus aminophilus 

E323 O15 G109 P Paracoccus kawasakiensis 

E324 O15 G109 P Paracoccus yeei 

E325 O15 G110 P 
Rhodobacter capsulatus SB 
1003 

E326 O15 G110 P Rhodobacter sp. 13636H 

E327 O15 G110 P Rhodobacter sp. CC-LY189 

E328 O15 G110 P Rhodobacter sp. DW2-9 

E329 O15 G111 P 
Rubellimicrobium mesophilum 
DSM 19309 

- O16 G112 - Acetobacteraceae gn. 

E330 O16 G113 P Acetobacter ghanensis 

E331 O16 G113 P Acetobacter lovaniensis 

E332 O16 G113 P Acetobacter orleanensis 

E333 O16 G113 P Acetobacter pasteurianus 

E334 O16 G113 P Acetobacter peroxydans 

E335 O16 G113 MP Acetobacter sp. HBB7 

E336 O16 G113 P Acetobacter syzygii 

E337 O16 G114 P Gluconacetobacter xylinus 

E338 O16 G115 P Azospirillum sp. B510 

- O17 G116 - Sphingomonadaceae gn. 

E339 O17 G117 MP Novosphingobium sp. ASRW6-1 

E340 O17 G118 P Sphingomonas sp. BBCT20 

E341 O17 G119 P 
Sphingopyxis sp. AKB-2008-
JO106 

E342 - - M alpha proteobacterium NBM4 

- O18 G120 - Alcaligenaceae gn. 

E343 O18 G121 M Achromobacter denitrificans 

E344 O18 G121 M Achromobacter sp. IC074 

E345 O18 G121 MP;C Achromobacter xylosoxidans 

E346 O18 G122 SC;C Alcaligenes faecalis 

E347 O18 G122 SC;C Alcaligenes sp. PHAs047 

E348 O18 G123 MP;C Bordetella sp. 61717 

E349 O18 G124 M Kerstersia gyiorum 

- O18 G125 - Burkholderiaceae gn. 

E350 O18 G126 M Burkholderia cepacia 

E351 O18 G126 M Burkholderia sp. Os13 

E352 O18 G126 M Burkholderia sp. Os46 

E353 O18 G126 M Burkholderia sp. S4(2011) 

E354 O18 G126 M Burkholderia sp. wp26 

E355 O18 G127 P Cupriavidus sp. AP1(2010) 

E356 O18 G127 P Cupriavidus sp. S-6 

E357 O18 G127 P Cupriavidus sp. SLR1-1b 

E358 O18 G127 P Cupriavidus taiwanensis 

- O18 G128 - Polynucleobacter 

E359 O18 G129 P Ralstonia mannitolilytica 

E360 O18 G129 P Ralstonia sp. 17.1 AW 

E361 O18 G129 P Ralstonia sp. MSB2010 

E362 O18 G129 P Ralstonia sp. MSB2080 

E363 O18 G129 P Ralstonia sp. RS2 

E364 O18 G131 M Acidovorax sp. 98-63833 

E365 O18 G131 P Acidovorax sp. XJ-L63 

E366 O18 G132 SC;C Comamonas sp. 6.6 

E367 O18 G132 P Comamonas sp. B0156 

E368 O18 G132 P Comamonas sp. DJ-12 

E369 O18 G132 P Comamonas sp. iCTE630 

E370 O18 G132 P Comamonas sp. p08 

E371 O18 G132 MP Comamonas sp. P4-4 

E372 O18 G132 P Comamonas sp. PG4 

E373 O18 G132 P Comamonas sp. PND-3 

E374 O18 G132 P Comamonas sp. TK41 

E375 O18 G132 P Comamonas sp. XJ-L79 

E376 O18 G132 P Comamonas terrigena 

E377 O18 G132 P Comamonas testosteroni 

E O G Cat Genre et espèce 

E378 O18 G133 P Delftia sp. Cs1-4 

E379 O18 G134 P Variovorax sp. MS274f 

- O18 G135 - Oxalobacteraceae gn. 

E380 O18 G136 P 
Herbaspirillum sp. AKB-2008-
JO83 

E381 O18 G136 MP Herbaspirillum sp. Sco-D19 

E382 O18 G137 P Massilia aurea 

E383 O18 G137 P Massilia brevitalea 

E384 O18 G137 P Massilia sp. 51Ha 

E385 O18 G137 P Massilia sp. RS-19 

E386 - - P 
beta proteobacterium 
HIBAF004 

E387 - - MP 
beta proteobacterium oral 
taxon C83 

- O19 G138 - Aquitalea 

- O20 G139 - Rhodocyclaceae gn. 

- O21 G140 - Enterobacteriaceae gn. 

E388 O21 G141 SC;C Cedecea davisae 

E389 O21 G142 P;C Citrobacter amalonaticus 

E390 O21 G142 P;C Citrobacter braakii 

E391 O21 G142 P;C Citrobacter farmeri 

E392 O21 G142 MP;C Citrobacter freundii 

E393 O21 G142 MP;C Citrobacter koseri 

E394 O21 G142 M;C 
Citrobacter koseri ATCC BAA-
895 

E395 O21 G142 M Citrobacter sp. 1 

E396 O21 G142 P;C Citrobacter sp. 40 

E397 O21 G142 SC;C Citrobacter sp. F96 

E398 O21 G142 MP;C Citrobacter sp. S-77 

E399 O21 G142 P;SL Citrobacter sp. SW115 

E400 O21 G142 P;C Enteric Group 137 

E401 O21 G143 P;C Cronobacter sakazakii 

E402 O21 G144 SC;C Enterobacter aerogenes 

E403 O21 G144 SC;C Enterobacter amnigenus 

E404 O21 G144 SC;C Enterobacter cancerogenus 

E405 O21 G144 MP;C Enterobacter cloacae complex 

E406 O21 G144 P;C Enterobacter asburiae 

E407 O21 G144 P;C Enterobacter cloacae 

E408 O21 G144 SC;C 
Enterobacter cloacae subsp. 
dissolvens 

E409 O21 G144 MP;C Enterobacter hormaechei 

E410 O21 G144 P;SL Enterobacter kobei 

E411 O21 G144 P;C Enterobacter ludwigii 

E412 O21 G144 P;SL Enterobacter oryzae 

E413 O21 G144 SC;C Enterobacter sp. CSB08 

E414 O21 G144 P;C Enterobacter sp. CTSP23 

E415 O21 G144 SC;C Enterobacter sp. IICDBZ5 

E416 O21 G144 SC;C Enterobacter sp. INBio3010B 

E417 O21 G144 P;C Enterobacter sp. IR-181 

E418 O21 G144 P;SL Enterobacter sp. JA11 

E419 O21 G144 M;C Enterobacter sp. NISOC_03 

E420 O21 G144 P;SL Enterobacter sp. NJ-64 

E421 O21 G144 SC;C Enterobacter sp. Px6-4 

E422 O21 G144 P;C Enterobacter sp. PYPB03 

E423 O21 G144 P;SL Enterobacter sp. TSSAS2-21 

E424 O21 G145 P;SL Escherichia albertii 

E425 O21 G145 MP;C Escherichia coli 

E426 O21 G145 MP;C Escherichia coli KO11FL 

E427 O21 G145 M Escherichia coli NA114 

E428 O21 G145 SC;C Escherichia coli O111:H- 

E429 O21 G145 SC;C Escherichia coli O124:H- 

E430 O21 G145 SC;C Escherichia coli O28ac:H- 

E431 O21 G145 SC;C Escherichia coli P12b 

E432 O21 G146 SC;C Grimontella senegalensis 

E433 O21 G147 P;C Klebsiella oxytoca 

E434 O21 G147 M 
Klebsiella pneumoniae subsp. 
rhinoscleromatis 

E435 O21 G147 SC;C Klebsiella sp. BR3357 
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E O G Cat Genre et espèce 

E436 O21 G147 P;C Klebsiella sp. HBB9 

E437 O21 G147 P;C Klebsiella sp. JT42 

E438 O21 G147 P;SL Klebsiella sp. KGA 

E439 O21 G147 SC;C Klebsiella sp. XW721 

E440 O21 G147 P;SL Klebsiella sp. Y45 

E441 O21 G148 SC;C Kluyvera ascorbata 

E442 O21 G149 P Leclercia adecarboxylata 

E443 O21 G150 SC;C Morganella morganii 

E444 O21 G151 P;C Pantoea agglomerans 

E445 O21 G151 P;SL Pantoea dispersa 

E446 O21 G151 SC;C Pantoea sp. y2 

E447 O21 G152 M;C Proteus mirabilis 

E448 O21 G152 M;C Proteus vulgaris 

E449 O21 G153 P;C 
Salmonella enterica subsp. 
enterica 

E450 O21 G153 P;SL 
Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Agona str. 
SL483 

E451 O21 G153 P;C 
Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Blockley 

E452 O21 G153 P;SL Salmonella sp. 10 

E453 O21 G153 P;SL Salmonella sp. AHL 6 

E453 O21 G154 SC;C Shigella boydii 

E455 O21 G154 SC;C Shigella dysenteriae Sd197 

E456 O21 G154 SC;C Shigella sp. 29(2010) 

E457 O21 - SC;C 
Enterobacteriaceae bacterium 
Wr1K23 

E458 O22 G155 M;C 
Acinetobacter 
calcoaceticus/baumannii 
complex 

E459 O22 G155 M;C Acinetobacter baumannii 

E O G Cat Genre et espèce 

E460 O22 G155 SC;C Acinetobacter sp. Cantas2 

E461 O22 G155 P Acinetobacter sp. HY-7 

E462 O22 G155 M;C Acinetobacter sp. J6 

E463 O22 G155 P Acinetobacter sp. M1T8B5 

E464 O22 G155 P Acinetobacter sp. PD4 

E465 O22 G155 M;C Acinetobacter sp. TK006 

E466 O22 G156 M;C Pseudomonas aeruginosa 

E467 O22 G156 P Pseudomonas putida 

E468 O22 G156 P;SL Pseudomonas sp. A-4 (2009) 

E469 O22 G156 P Pseudomonas sp. HC2-30 

E470 O22 G156 P Pseudomonas sp. M(2010) 

E471 O22 G156 SC;C Pseudomonas sp. RB5-M5 

E472 O22 G156 M;C Pseudomonas sp. VKM B-2265 

E473 - - M;C 
gamma proteobacterium 
PI_GH2.1.C4 

E474 O23 G157 MP;C Vibrio fluvialis 

- O24 G158 - Xanthomonadaceae gn. 

E475 O24 G159 MP 
Stenotrophomonas 
acidaminiphila 

E476 O24 G159 MP;C 
Stenotrophomonas maltophilia 
group 

E477 O24 G159 MP;C Stenotrophomonas maltophilia 

E478 O24 G159 M;C 
Stenotrophomonas sp. 5LF 
19TDLC 

E479 O24 G159 P Stenotrophomonas sp. BCBo8 

E480 O24 G159 P Stenotrophomonas sp. JL9 

E481 O24 G159 P 
Stenotrophomonas sp. 
Toyama-1 

- O24 G160 - Xanthomonas 

E482 O25 G161 MP Asteroleplasma anaerobium 
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Annexe 5 : Abondance relative pondérée normalisée (ARPN en %) de l’ensemble des genres obtenue 
par pyroséquençage 454. La valeur d’abondance relative pondérée (ARP en ng d’ADN / g de latex) de 
référence sur laquelle est basée l’ARPN est donnée dans la colonne « référence » (hors échantillons de 
diversité et échantillon des cultivables). 
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0 
    

0 
   

0 
 

G54-Rummeliibacillus 699 
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2 
    

35 
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Annexe 6 : Abondances relatives (%) de chaque ordre bactérien et des eucaryotes,  calculée avec le nombre de séquences de chacun rapporté au nombre de séquence total par 

échantillon analysé par pyroséquençage 454 
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TITRE     
Étude du rôle des microorganismes dans les modifications biochimiques intervenant lors de la maturation des coagulums 

de latex d’Hevea brasiliensis : impact sur les propriétés du caoutchouc naturel sec.  

RÉSUMÉ 
L’objectif général de cette thèse était d’étudier les mécanismes microbiens intervenant dans l’évolution de la structure et 

des propriétés du caoutchouc naturel produit à partir du latex d’Hevea brasiliensis lors de la maturation du latex et des 

coagulums de tasse. Pour cela, trois niveaux d’analyses ont été réalisés sur des expériences de maturation en conditions 

contrôlées : analyse de la structure et des propriétés du caoutchouc sec, analyse des communautés microbiennes et 

analyses biochimiques. Après une phase de mises au point méthodologiques permettant notamment d’optimiser les 

conditions de maturation en chambre contrôlée et de définir une méthode d’extraction d’ADN adaptée au latex et au 

sérum de coagulum, des échantillons de caoutchouc sec et de sérum ont été produits à différents temps de maturation et 

selon différents traitements faisant varier trois paramètres : la présence de microorganismes, la présence d’oxygène, et le 

mode de coagulation du latex. Les analyses sur caoutchouc sec se sont portées sur la macrostructure (P0, P30 et PRI) et sur la 

mésostructure (Mw, Mn et gel total). L’analyse des communautés microbiennes s’est appuyée sur plusieurs méthodologies 

complémentaires : comptages sur boîtes, dosage de l’ADN total, clonage/séquençage et pyroséquençage 454. L’objectif 

était d’évaluer la diversité des communautés microbiennes sur plantation et dans le latex ainsi que de suivre la dynamique 

de leur évolution au cours de la maturation en milieu contrôlé. Diverses analyses biochimiques ont réalisées sur latex, 

sérum et caoutchouc sec (taux d'azote, protéines, lipides, sucres, québrachitol, acides organiques). Les résultats obtenus 

ont ensuite été analysés en vue d’établir des corrélations et de proposer des mécanismes reliant l’évolution des propriétés 

du caoutchouc sec à celle de la biochimie du latex et des coagulums et de leur évolution sous l’action des microorganismes 

et des enzymes, et de proposer quelques pistes en vue de l’amélioration des itinéraires techniques dans la filière. 
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Study of the role of microorganisms in the biochemical modifications of Hevea brasiliensis latex coagula during maturation: 

impact on dry rubber properties. 

SUMMARY  
The overall objective of this thesis was to study the microbial mechanisms involved in the evolution of the structure and the 

properties of the natural rubber from Hevea brasiliensis during the maturation of latex and cup-coagula. For this, three 

levels of analyses were performed on maturation experiments under controlled conditions: dry rubber structure and 

properties, biochemistry and microbial flora. After a methodology development phase aiming at (i) optimizing maturation 

conditions in a controlled chamber and (ii) defining suitable DNA extraction methods, samples of serum and dry rubber 

coagulum were produced at different times and under different maturation treatments varying three parameters: the 

presence of microorganisms, the presence of oxygen, and the latex coagulation method. Dry rubber analyses concerned 

macrostructure (P0, P30 and PRI) and mesostructure (Mw, Mn and total gel). The microbial flora was analyzed using several 

complementary methods: plate-counts, total DNA determination, cloning / sequencing and 454 pyrosequencing. The 

objective was to assess microbial diversity on field and in latex, and to follow the dynamics of their evolution during 

maturation in a controlled environment. Various biochemical investigations were performed on latex, serum and dry rubber 

(nitrogen content, proteins, lipids, sugars, quebrachitol, organic acids). The results were then analyzed for correlations to 

propose mechanisms linking changes in dry rubber properties, latex and coagula biochemistry, and their evolution under 

the action of microorganisms and enzymes. Some ideas for improving technical routes in the process are also proposed. 
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