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Avant-propos : Présentation du contexte de l’étude 
 

Dans la société actuelle, il est demandé aux industriels de répondre à des normes d’hygiène 
de plus en plus strictes. 

Les moyens utilisés pour la stérilisation des emballages, par exemple, sont constamment remis 
en cause, notamment concernant les produits chimiques dont l’utilisation peut être interdite 
par Bruxelles.  

L’emploi de produits chimiques représente également un problème pour la décontamination 
des tours aéroréfrigérentes (TAR). En effet, leur action corrosive sur les conduites d’eau peut 
conduire à l’apparition de fuites. 

Par conséquent, les besoins en technologies innovantes ne necessitant pas l’utilisation de 
produits chimiques sont une réalité. Dans le cadre de cette étude, deux technologies sont 
utilisées : les faisceaux d’électrons pulsés pour la décontamination d’emballages et les 
décharges électriques dans l’eau pour le traitement de l’eau des TAR. 

Les travaux menés ont pour objectif de mieux comprendre l’influence des différents 
paramètres des générateurs sur l’efficacité de décontamination des procédés et également 
de pouvoir expliquer les mécanismes qui conduisent à la mort des bactéries. 

 

Techniques utilisées pour la stérilisation d’emballages 
 

Il existe actuellement sur le marché de nombreuses techniques de stérilisation chimique et 
physique. L’oxyde d’éthylène (EtO), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou l’acide peracétique 
sont couramment employés par les industriels du milieu de l’alimentaire ou de la 
pharmaceutique pour stériliser les emballages. Des méthodes physiques sont également 
utilisées depuis les années 1895, comme les rayonnements ionisants (rayons X et gamma). Ce 
type de technologie permet de traiter le produit, son emballage voire même le produit dans 
son emballage. L’utilisation de rayons gamma est limitée dans l’industrie de transformation 
des aliments car ce type de stérilisation est mal accepté par le consommateur du fait de 
l’utilisation d’une source radioactive 60Co (Cobalt). Il est cependant régulièrement utilisé pour 
la stérilisation d’emballage alimentaire ou de produits pharmaceutiques [1,2].  
De nouvelles technologies émergent comme l’utilisation de lumière ultraviolette pulsée [3], 
de système de filtration ou de faisceaux d’électrons. 
Le choix de la technologie est dépendant, tout d’abord, du produit à traiter. Par exemple, la 
lumière pulsée n’ayant pas de pouvoir pénétrant ne pourra être utilisée que pour la 
décontamination de surface sans aspérité (emballage ou alimentaire). 
De plus, l’efficacité de chaque moyen de stérilisation dépend de différents facteurs comme le 
nombre de microorganismes et de leurs caractéristiques (type, composition en protéines, 
lipopolysaccharides). Ces points sont à prendre en considération par l’industriel dans le choix 
de la technique de stérilisation qu’il souhaite utiliser [2]. 
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Emploi des faisceaux d’électrons 
 

Les applications de ce type de technologie concernent la modification de la surface de 
matériaux, le traitement de gaz toxique, de courriers suspects ou la décontamination 
chimique ou biologique. C’est ce dernier point qui nous intéresse. Les faisceaux d’électrons 
sont efficaces sur les champignons, les bactéries et les virus mais pas sur les prions [2]. Dans 
le cadre de cette étude, le générateur de faisceaux d’électrons est destiné à la stérilisation 
d’emballages pour les industries alimentaires, pharmaceutiques ou cosmétiques. La 
stérilisation rapide de surface sans dommage physique ou chimique du matériau est l’une des 
applications possibles des faisceaux d’électrons qui ne peut pas être atteint avec d’autres 
techniques [4–6]. 
 
Cependant, compte tenu du règlement (UE) N° 10/2011 de la commission du 14 janvier 2011, 
les emballages plastiques destinés à être mis au contact de denrées alimentaires doivent être 
contrôlés pour vérifier que des espèces chimiques ne se retrouvent pas dans le produit final à 
des concentrations trop importantes. Il existe pour cela une liste positive qui répertorie tous 
les composés chimiques autorisés avec une limite de migration spécifique (LMS, en mg/kg) et 
des conditions d’essais normalisées qui simulent le futur produit destiné à être mis en contact 
avec l’emballage et les conditions de contact prévues. 
De plus, des analyses sensorielles sont effectuées afin de s’assurer que les propriétés de 
l'aliment emballé ne sont pas affectées. En effet, une modification des propriétés 
organoleptiques du produit est rédhibitoire à l’utilisation de la technologie. La migration de 
substances non identifiées dans les denrées alimentaires n’est pas seulement un problème de 
l'irradiation mais concerne toutes les techniques de décontamination ou stérilisation. Une 
norme, acceptée à l'échelle européenne, pour l'évaluation des impuretés non identifiées dans 
des matériaux d'emballage est donc nécessaire. Une limite de migration spécifique générique 
est par ailleurs fixée à 0,01 mg/kg pour les substances qui n’ont pas de LMS [7–9]. 
 
En fonction du produit à traiter, l’énergie des électrons est différente. L’énergie des faisceaux 
d’électrons est exprimée en électron Volt (eV) et correspond à l’énergie cinétique des 
électrons. Classiquement, les faisceaux d’électrons ayant une énergie inférieure à 500 keV 
sont classés parmi les faisceaux dits de basse énergie, alors que ceux avec une plus forte 
énergie sont dits de haute énergie [10]. 
Les faisceaux d’électrons de haute énergie sont couramment utilisés pour l'élimination des 
microorganismes pathogènes dans l'industrie alimentaire. Cependant, l’application de haute 
énergie dans l'industrie alimentaire est limitée en raison de la grande taille des unités, dues 
notamment aux exigences de tension et à un blindage complexe. Cela contraint les industriels 
à sous-traiter cette étape de stérilisation à un organisme ce qui pose un problème de gestion 
des stocks [1].  De plus, ce type de faisceaux va induire une augmentation de la température 
du produit traité. Par exemple, avec un faisceau de 10 MeV, la température au début des 
essais est de 22°C pour atteindre 30°C, après 12 kGy [11]. Cette augmentation de température 
peut avoir une incidence sur le produit traité que ce soit une denrée ou un emballage. 
Par conséquent, des technologies de faible énergie ont été développées pour avoir un moyen 
implantable sur une ligne de production et avec un blindage plus léger. Des technologies de 
faisceau d’électrons pulsés (de l’ordre de la µs) permettent également d’avoir moins d'effet 
thermique [1]. 
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Une fois implantée sur une ligne de production, il est demandé que chaque produit ou lot de 
produits soit certifié stérile. Pour ce faire, une grandeur physique propre aux technologies 
ionisantes a été choisie. Elle est nommée dose et correspond à l’énergie déposée par unité de 
masse (J/kg) et s’exprime en Gray (Gy). Il est admis que c’est la dose reçue, et non l’énergie 
des électrons, qui détermine le niveau d’efficacité sur les microorganismes. D’après la norme 
NF EN ISO 11137-1:2006, relative à la stérilisation des produits de santé, 25 kGy (ou 15 kGy si 
la charge bactérienne moyenne est inférieur à 1,5) est définie comme la dose de référence qui 
garantit un niveau de stérilité (Sterility Assurance Level ou SAL)  de 10-6 [12]. 
Les faisceaux d’électrons de faible énergie sont plus adaptés pour le traitement de surfaces 
en raison, comme expliqué plus loin, de leur faible profondeur de pénétration et des doses 
plus élevées délivrées à la surface [13]. 
 
En fonction de l’application souhaitée, la dose requise n’est pas la même car les effets 
cherchés sont différents. Le Tableau 1 récapitule les doses fréquemment retrouvées en 
fonction du milieu industriel ou de l’objectif à atteindre. 
 
Tableau 1 : Les exigences de dose pour différents procédés industriels [14]. 

Inhibition de la croissance 0,1-0,2 kGy   Stérilisation 10-30 kGy 
Désinfection contre les insectes 0,3-0,5 kGy  Polymérisation 20-50 kGy 
Contrôle des parasites 0,3-0,5 kGy  Greffe de monomères 20-50 kGy 
Retardement du mûrissage 0,5-1 kGy  Réticulation de polymères 50-150 kGy 
Contrôle des champignons 1,5-3 kGy  Dégradation de polymères 500-1500 kGy 
Contrôle des bactéries 1,5-3 kGy   Coloration de pierres précieuses >>> 1500 kGy 

 
 
Techniques utilisées pour la décontamination de l’eau 
 

Une autre problématique de santé est le contrôle de la qualité de l’eau et particulièrement 
dans des installations où elle est à une température idéale de prolifération des 
microorganismes. Les TAR sont un bon exemple avec la prolifération des légionnelles dans 
l’environnement. Il a été recensé 1 389 cas de légionellose en 2015 en France. Les principales 
zones d’expositions à risque recensées parmi les cas de légionelloses sont la catégorie voyage 
(22%), les hôtels/campings (13%) et les hôpitaux (8%) (source : Santé publique France 
(http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses/Infections-
respiratoires/Legionellose/Donnees/Bilan-des-cas-de-legionellose-survenus-en-France-en-
2015)). Actuellement, la décontamination des TAR utilise des méthodes chimiques en ajoutant 
du chlore dans les circuits. Cependant, lorsque les légionnelles se trouvent sous forme de 
biofilms l’efficacité est quasi-nulle. De plus, la rouille au niveau des canalisations est 
également un point qui ne joue pas en la faveur de l’utilisation de produits chlorés. Le 
développement par la société ITHPP d’un générateur électrique produisant des arcs 
électriques dans l’eau avec la génération d’ondes de choc essaye de répondre à la 
problématique de traitement de l’eau notamment celle des TAR. Le but de l’étude est donc 
de voir si ce type de technologie est suffisamment efficace pour traiter l’eau en circulation 
mais également de comprendre les mécanismes entrant en compte dans l’élimination de la 
contamination. 

http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses/Infections-respiratoires/Legionellose/Donnees/Bilan-des-cas-de-legionellose-survenus-en-France-en-2015)
http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses/Infections-respiratoires/Legionellose/Donnees/Bilan-des-cas-de-legionellose-survenus-en-France-en-2015)
http://invs.santepubliquefrance.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-infectieuses/Infections-respiratoires/Legionellose/Donnees/Bilan-des-cas-de-legionellose-survenus-en-France-en-2015)
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Différentes techniques sont couramment employées pour la décontamination de l’eau. La 
méthode la plus courante est l’utilisation d’agents oxydants à base de chlore, comme 
l’hypochlorite de sodium ou eau de Javel. Cependant, il a été montré que ces agents pouvaient 
interagir avec des matières organiques présentes dans l’eau et produire des espèces 
indésirables (par exemple, le trihalométhanes). Un traitement des effluents est donc 
nécessaire pour limiter ce risque [15]. Par conséquent, de nouvelles méthodes ont été 
développées et sont implantées au niveau industriel. 

Une méthode, toujours chimique, utilisant l’ozone comme agent oxydant est ainsi utilisée. 
L'ozone a l'avantage de permettre des actions complémentaires dans la destruction d'un 
grand nombre de micropolluants et dans l'amélioration des goûts, des odeurs et dans la 
destruction des couleurs. Il se décompose en oxygène ce qui évite d’avoir à traiter l’eau, 
comme c’est le cas pour les produits chlorés. Par contre, le coût d’investissement de cette 
méthode est relativement important (entre 40-1 500 k€) et n’est pas compatible avec tous les 
matériaux [16]. 

Pour ce qui est des méthodes physiques, l’une des solutions est la filtration.  

Il existe différents types de filtration résumés dans le Tableau 2. 

 

Tableau 2 : Différents types de systèmes de filtration existants. 

Type de filtration Taille des pores Pression nécessaire Consommation 
Microfiltration 0,1 - 10 µm 0,1 à 4 bars 0,4 – 0,9 kWh/m3 
Ultrafiltration 0,01 – 0,1 µm 0,5 à 9 bars 0,9 – 1,5 kWh/m3 
Nanofiltration 0,001 – 0,01 µm 4 à 20 bars 1,2 – 2,5 kWh/m3 
Osmose inverse 0,0001 – 0,001 µm 10 à 80 bars 4 - 5 kWh/m3 

 

Pour l’élimination des bactéries, la microfiltration est suffisante. Le principal avantage est que 
les bactéries ne sont pas simplement inactivées par le système mais entièrement retirées du 
circuit d’eau. Par contre, les membranes peuvent vieillir naturellement et ce vieillissement 
peut être accéléré lors de lavages chimiques ou de rétrolavages. Ces vieillissements vont venir 
affecter les capacités de désinfection. En unité de filtration, on a une diminution de 6 voire de 
7 log10 pour les bactéries. Lorsqu’il y a une fibre de cassée, il y a une perte d’efficacité de 
l’ordre de 2 log10. Par conséquent, le contrôle de l’intégrité se fait une fois par jour et un lavage 
des membranes une fois par semaine est nécessaire. Un autre inconvénient est le coût de 
l’installation (300 à 500 k€). 

Une dernière méthode physique est l’utilisation des UV à une longueur d’onde de 254 nm. Le 
traitement de l’eau par les UV utilise des lampes de différentes puissances en fonction du 
volume ou du débit à traiter. Le coût d’un équipement est très faible en comparaison à 
l’ozonisation et à la filtration. Le prix d’une lampe est de l’ordre de la dizaine de milliers 
d’euros. Cependant, il y a une perte de l’intensité des UV liée à l’absorption des photons dans 
la lame d’eau. Le problème des UV est qu’il faut mettre un filtre en amont lorsque l’on a des 
matières en suspension (MES). Pour un bon traitement UV, il faut moins de 10-15 mg de 
MES/litre. De plus, il y a un système de brosse au niveau des tubes des lampes UV pour les 
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nettoyer car il peut y avoir création de biofilms au niveau de la lampe ainsi que des dépôts. Le 
Quartz de la lampe doit ainsi être nettoyé. 

Récemment, pour le traitement de l’eau, plusieurs procédés sont employés en combinant 
plusieurs types de désinfectants pour la réduction des coûts et des sous-produits de 
désinfection. L’utilisation des décharges électrohydrauliques (EHD) est un exemple de ce 
mode d’approche. Les EHD génèrent de la chaleur, un plasma localisé qui émet des UV très 
intenses, des ondes de choc et des radicaux hydroxyles pendant la photodissociation de l’eau 
[17]. 

 

Emploi des décharges électriques 
 

Les décharges électriques peuvent avoir plusieurs utilisations. Tout d’abord, la génération 
d’ondes de choc suite à l’application d’EHD peut permettre de détruire des objets solides 
(pierre, calculs rénaux) ou d’éradiquer des cellules tumorales par la fragmentation de ces 
dernières [18,19]. La création d’un plasma isothermique est utilisée pour synthétiser des 
molécules (par exemple, l’hydrogène à partir d’une solution de méthanol/eau) [20] ou des 
nanoparticules [21]. Enfin, la création d’espèces réactives connait des applications pour le 
traitement de surface de différents matériaux. La technologie permet également de dégrader 
des composés organiques présents dans l’eau et dangereux pour l’environnement (une 
oxydation des composés par les espèces réactives permet leur élimination [22]). Enfin, 
l’utilisation de l’ensemble des phénomènes induits par les décharges électriques dans l’eau 
(plasma, espèces réactives, UV, augmentation de la température et ondes de chocs) permet 
l’inactivation, l’élimination et la destruction des microorganismes pathogènes [23]. 
 
Ainsi, il existe de nombreuses solutions permettant de pallier à l’utilisation des produits 
chimiques. Il est donc important de bien comprendre l’influence des paramètres machine afin 
de proposer une solution efficace et sûre pour l’éradication des bactéries tout en limitant le 
coût de l’équipement et sa consommation énergétique. Un autre élément particulièrement 
important pour son utilisation est la compréhension des mécanismes qui conduisent à l’effet 
bactéricide et qui peuvent différer d’un microorganisme à l’autre. 
 
Pour répondre à cette problématique, les travaux menés durant la thèse ont eu plusieurs 
objectifs : 
(1) Il a fallu, tout d’abord, choisir le microorganisme de référence qui sera le plus résistant aux 

technologies développées par ITHPP. Deux types de microorganismes ont été testés : 
Escherichia coli, bactérie Gram négative et référente dans les laboratoires et les industries, 
et Bacillus pumilus, bactérie Gram positive et reconnue comme référence pour les 
procédés de stérilisation par rayonnement. Cette dernière peut se présenter sous deux 
formes, végétative et sporulée, qui ont une organisation différente. 

(2) L’efficacité des technologies a été évaluée sur ces deux formes. Différents paramètres ont 
été testés en fonction de la technologie étudiée pour trouver les optima de 
fonctionnement. En fonction de l’application visée la diminution logarithmique recherchée 
est différente. Elle est de 6 log10 pour les faisceaux d’électrons et de 2 log10 pour les 
décharges électriques. 
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(3) La compréhension des mécanismes responsables de l’éradication des bactéries a été 
réalisée en utilisant différents outils. Des techniques de microscopie ont été employées 
pour observer la paroi des bactéries et leur organisation. L’extraction et l’analyse de l’ADN 
et des protéines de la bactérie ont permis de trouver une explication à l’efficacité des 
systèmes. 
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Chapitre 1. Introduction générale 
 

Ce chapitre présente les différentes bactéries utilisées au cours de cette étude (Escherichia 
coli et Bacillus pumilus) ainsi que l’état de l’art sur les deux technologies employées (faisceau 
d’électrons et décharges électriques). Une description des équipements est également faite 
afin de comprendre leur fonctionnement global. 

 

1.1. Les bactéries 
 

1.1.1. La forme végétative 
 

Une bactérie est un être unicellulaire dont la taille est comprise entre 1 (Escherichia coli) et 10 
µm (Candidatus Magnetobacterium bavaricum). Contrairement aux eucaryotes, les bactéries 
(procaryotes) ne disposent pas d’enveloppe nucléaire protégeant l’acide désoxyribonucléique 
(ADN), porteur de l’information génétique. Ce dernier se trouve directement dans le 
cytoplasme. Afin de les protéger, les bactéries possèdent une enveloppe qui isole le 
cytoplasme et empêche la pénétration non-contrôlée de molécules. Cette enveloppe permet 
également de transférer des nutriments dans la bactérie et d’expulser les déchets contenus 
dans le cytoplasme. 

L’enveloppe bactérienne est constituée d’une paroi et d’une membrane (Figure 1). La paroi 
est composée de peptidoglycanes. C’est elle qui donne la rigidité à la bactérie. Le 
peptidoglycane est un hétéropolymère formé d’unités répétitives : 

- une épine dorsale composée d’une alternance de N-acétyl Glucosamine et d’acide N-
Acéthyl Muramique 

- de chaines peptidiques composées à minima de quatre acides aminés 
- de ponts interpeptidiques. 

La schématisation de ces peptidoglycanes est présentée en Figure 2 et permet de comprendre 
que la rigidité et la forme des bactéries sont assurées par ce composé et sont fonction de 
l’agencement des éléments. Lorsque le peptidoglycane est endommagé par des enzymes ou 
des antibiotiques, les cellules sont lysées à cause de la pression de turgescence du cytoplasme. 
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Figure 1 : Représentation simplifiée d'une bactérie vue en coupe avec des images en  microscopie électronique à 

transmission à droite. 

 

 
Figure 2 : Schématisation des peptidoglycanes constituant la paroi des bactéries, d’après [24]. 

 

La membrane cytoplasmique est une structure interne se situant à l’interface entre le 
cytoplasme et la paroi. Elle est formée d’une double couche lipidique incluant des protéines. 
Les protéines de la membrane ont différentes fonctions. Elles peuvent notamment jouer un 
rôle dans la biosynthèse du peptidoglycane ou dans la production d’énergie (ATPase). Elles 
ont également une fonction respiratoire (avec les pompes à protons ou la phosphorylation 
oxydative pour les bactéries aérobies) ou d’échanges avec le milieu extérieur. Les protéines 
confèrent son caractère unique à la cellule. 
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En 1884, Christian Gram développe une méthode permettant de classifier les bactéries en 
deux grands groupes en fonction de la composition de leur enveloppe, les bactéries à Gram 
positif et celles à Gram négatif (Figure 3) [25]. 

 

 
Figure 3 : Agencement des différentes couches de l'enveloppe bactérienne pour les Gram + à gauche et pour les Gram – à 

droite, d’après [25]. 
CAP : Protéines attachée de manière covalente (Covalently Attached Protein) ; IMP : Protéines intégrale de membrane 

(Integral Membrane Protein) ; LP : LipoProtéine ; LPS : LipoPolySaccharide ; LTA : Acide Lipotéichoïque (LipoTeichoic Acid) ; 
OMP : Protéines de la membrane externe (Outer Membrane Protein) ; WTA : Acide téichoïque de paroi (Wall Teichoic Acid). 
 

Les bactéries à Gram positif  
 

L’enveloppe des bactéries à Gram positif ne possède pas de membrane externe. Afin de 
pouvoir contenir la pression de turgescence du cytoplasme, une couche épaisse de 
peptidoglycane, composé d’un nombre important de feuillets superposés, est retrouvée chez 
ce type de bactéries. L’épaisseur de ce dernier est de 30 - 100 nm. Des polymères anioniques, 
nommés acides teichoïques, se situent au sein des feuillets de peptidoglycanes. Il existe deux 
types d’acides teichoïques : 

- Les acides teichoïques attachés de manière covalente au peptidoglycane (WTA). La 
plupart des WTAs est composée d’une unité de fixation faite de disaccharides liés à 
une chaine de phosphate polyribitol (polyRboP) ou de phosphate polyglycérol 
(polyGroP) contenant jusqu’à 60 répétitions. Les WTA se positionnent de manière 
perpendiculaire aux peptidoglycanes et sont dirigés vers l’extérieur de la bactérie. 

- Les acides lipoteichoïques ancrés au niveau des têtes des lipides membranaires (LTA). 
Ce composé est constitué de répétition de phosphate glycérol. En plus d’être liés au 
peptidoglycane, les LTAs sont liés aux glycolipides intégrés dans la membrane [26–28]. 

Ces polymères constituent 60% de la masse de l’enveloppe des bactéries Gram positives 
faisant d’eux les contributeurs majeurs de la fonction et de la structure de l’enveloppe. A la 
surface des bactéries Gram positives se trouvent des protéines dont certaines sont analogues 
à celles retrouvées dans le périplasme des Gram négatives. 
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Les bactéries à Gram négatif  
 

Elles sont composées de deux membranes, une interne et une externe. Entre ces deux 
membranes, une fine couche de peptidoglycane est retrouvée. 

La membrane cytoplasmique comprend de nombreux transporteurs transmembranaires de 
métabolites, ainsi que des complexes de transport d’électrons. Contrairement aux cellules 
eucaryotes, les bactéries ne disposent pas d’organelles pour produire de l’énergie, synthétiser 
les lipides ou sécréter des protéines. Les protéines présentes dans la membrane interne vont 
permettre à ces synthèses d’être effectuées. 

Le périplasme est un compartiment aqueux dont la viscosité est plus importante que celle du 
cytoplasme. Il est délimité par la membrane interne et la membrane externe. Cette 
compartimentation permet aux bactéries d’emprisonner des enzymes de dégradation comme 
les RNases ou les phosphatases alcalines. Le périplasme contient également une fine couche 
de peptidoglycane, de quelques nanomètres, conférant sa rigidité à la bactérie. 

La membrane externe est constituée de glycolipides, principalement des lipopolysaccharides 
(LPS), qui permettent de créer une barrière hydrophobe. De plus, les protéines constituant la 
membrane externe peuvent être classées en deux catégories : 

- Les lipoprotéines qui sont composées d’une partie lipidique attachée à un résidu 
cystéine terminal et qui sont présentes dans la partie interne du feuillet de la 
membrane. Par exemple, la bactérie Escherichia coli a, dans sa membrane externe, 100 
lipoprotéines dont la fonction, pour la plupart, est inconnue. 

- Les tonneaux β qui ont une structure en feuillets β enroulés pour former un tube. 
Contrairement à la première classe de protéines, les tonneaux β sont 
transmembranaires. Par conséquent, ils permettent de laisser passer les petites 
molécules comme les anions phosphates, les mono- ou di-saccharides et les acides 
aminés à travers la membrane. De plus gros canaux existent (en moins grande 
quantité) qui permettent de faire circuler les ligands comme les vitamines ou le Fer 
chelaté. Un exemple de tonneaux β est la porine qui laisse passer des molécules de 
moins de 1 500 Da (Dalton) [25,29,30]. 

 

1.1.2. La forme sporulée 
 

Certaines bactéries Gram positives mettent en place un système de défense lorsqu’elles 
rencontrent un stress environnemental. Elles forment ainsi une structure dormante nommée 
spore qui peut leur permettre de survivre plusieurs années [31]. Les principales espèces 
capables de sporuler appartiennent aux genres Bacillus et Clostridium. 

Comparativement aux bactéries sous forme végétative, la structure et la composition 
chimique des spores bactériennes diffèrent. Ces différences expliquent la plus grande 
résistance de ces spores aux stress environnants [32]. Le principal stimulus pour la sporulation 
est le manque de nutriments. Une densité importante de population bactérienne est 
également un facteur important [33]. 
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Bacillus subtilis est l’espèce la plus étudiée, et donc la mieux comprise, pour ce qui est des 
mécanismes de sporulation. Pour cette espèce, la complexité avec laquelle l'initiation de la 
sporulation est régulée reflète en partie le fait que, dans son environnement naturel (sol), 
cette bactérie est fréquemment confrontée à un manque de nutriments. Par conséquent, un 
certain nombre de stratégies de survie sont disponibles, comme la motilité et la chimiotaxie. 
La sporulation semble être la réponse ultime à un environnement hostile, peut-être parce 
qu'elle est le processus le plus long et le plus énergivore [33]. 

 

Etapes de la création de la spore 
 

La sporulation est un exemple simple de différenciation [34]. Le procédé de sporulation peut 
être divisé en huit étapes (Figure 4). Pour les Bacilles, genre étudié dans cette thèse, il 
comprend : 

1) La croissance des bactéries sous forme végétative qui peut être assimilée au stade 0 
au regard de la sporulation. 

2) S’en suit, l’étape I et II où les cellules végétatives procèdent à une division asymétrique 
pour former deux compartiments séparés par un septum. Le plus petit est nommé 
préspore [32]. La plus grande cellule, ou la cellule mère, contribue au processus de 
différenciation [35]. L’étape I est la présentation de l’ADN de la cellule comme un 
filament axial. Une copie du génome est répartie entre chaque cellule.  

3) Pendant l’étape III, la cellule mère initie la migration membranaire et un processus de 
fusion, assimilable à de la phagocytose, englobe la préspore, l’isolant grâce à une 
double membrane dérivée du septum. Dans le processus, la préspore est aussi isolée 
du milieu extérieur [33,36].  

4) Durant l’étape IV, le cortex est formé, composé de peptidoglycanes, entre la 
membrane interne et externe de la préspore. 

5) La formation du manteau de la spore s’en suit (étape V). 

Durant les étapes IV et V, la cellule mère synthétise une quantité importante de molécules 
spécifiques à la spore, comme l’acide pyridine-2,6-dicarboxylique (DPA). Cette dernière 
s’accumule dans la préspore et s’accompagne d’une déshydratation et d’une minéralisation 
de la préspore [32]. La quantité d’eau présente dans le cœur est tellement faible que même 
les protéines habituellement mobiles sont immobiles [37]. 

6) La maturation de la spore prend place à l’étape VI, où la densité du manteau 
augmente. Le plus petit des deux compartiments, la préspore, développe une spore 
mature capable de protéger le génome [33]. 

7) La dernière étape (VII) est la lyse de la cellule mère et le relargage de la spore mature. 
Cette dernière protège le microorganisme dormant des attaques externes jusqu’à ce 
que les conditions redeviennent favorables [32]. Quand la spore se retrouve dans 
l’environnement, elle peut soit persister soit germer pour rentrer dans le cycle 
végétatif [33]. 
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Figure 4 : Schématisation des différentes étapes de création de la spore (inspiré des publications [32,33,37]). 

 

Lors d’une division cellulaire classique, le septum se positionne au centre de la cellule. Lors du 
mécanisme de sporulation, le septum est repositionné. C’est l’augmentation de la 
concentration de FtsZ, protéine qui forme un anneau à l’endroit de la future division chez les 
cellules non-sporulée (Z-ring), combinée à la synthèse de la protéine SpoIIE qui permet ce 
repositionnement. Deux Z-ring sont ainsi créés mais un prendra le dessus sur l’autre pour 
former le futur septum (Figure 5) [33]. 

 

 
Figure 5 : Etapes de création du septum, d’après [33]. 
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Le génome, quant à lui, se positionne sous la forme d’un filament axial grâce à la fixation d’une 
protéine, Spo0J, sur une région du génome, OriC. Ce complexe va ensuite venir se fixer sur 
une protéine d’ancrage située au niveau des pôles de la cellule, DivIVA grâce à la fixation de 
RacA sur le génome à proximité de OriC. La formation du septum se produit et emprisonne un 
tiers du chromosome dans le compartiment de la préspore. La partie restante du chromosome 
(la plus éloignée d’OriC) est transférée à travers le septum grâce à l’action d’une protéine 
(DNA transporter), SpoIIIE (Figure 6) [33]. 

 

 
Figure 6 : Création de la préspore, d’après [33]. 

 

Le matériel constituant la membrane du septum est dégradé au moment de 
l’engloutissement, étape III de la sporulation, en commençant par la partie centrale où la 
fermeture du septum s’est effectuée. Les extrémités du septum migrent autour du cytosol de 
la préspore. Les membranes se rencontrent au niveau du sommet de la cellule où elles 
fusionnent, relâchant la préspore complètement refermée dans le cytoplasme de la cellule 
mère. La préspore est séparée de la cellule mère par deux membranes. L’achèvement de 
l’engloutissement gouverne les étapes suivantes de la formation de la spore [33].  

Chez Bacillus subtilis, l’expression des gènes est gouvernée par cinq facteurs de transcription 
qui guident le procédé de formation de la spore dans la cellule mère. Une communication 
entre la cellule mère et la préspore se met en place pour réguler l’expression de ces gènes. 
Dans la cellule mère, il y a deux facteurs sigma qui interagissent avec une RNA polymérase, σE 
et σK, trois protéines de liaison à l’ADN, GerE, GerR et SpoIIID. Ces facteurs de transcription 
agissent en cascade où σE est le premier facteur opérant dans la régulation de l’expression des 
gènes dans la cellule mère.  
Le facteur σE est dérivé d’une pro-protéine inactive, pro- σE, dont la synthèse commence avant 
la division asymétrique. La conversion de pro- σE en protéine active se fait directement après 
la division asymétrique et est déclenchée par une protéine ‘signal’ produite dans la préspore 
et dirigé par σF, un facteur de transcription spécifique de la préspore [37]. Immédiatement 
après l’activation du facteur σF dans le compartiment de la préspore, σE est activé dans la 
cellule mère [33]. Le facteur σE conduit à la transcription de plusieurs centaines de gènes dont 
SpoIIID et GerR. Ces protéines de liaison à l’ADN bloquent la transcription des gènes activés 
par σE. SpoIIID peut également agir en conjonction avec σE pour activer d’autres transcriptions 
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de gènes incluant ceux impliqués dans la production d’une pro-protéine, pro-σK. Comme pour 
la pro-σE, la maturation de cette pro-protéine en σK est gouvernée par un signal de 
transduction intercellulaire comportant une protéine ‘signal’ sécrétée par la préspore sous le 
contrôle d’un facteur de transcription spécifique σG. Le facteur σK active un autre ensemble 
de gènes dont GerE, une protéine de liaison à l’ADN qui est responsable de l’activation d’une 
autre classe de gènes dans la cellule mère pour finir la création de la spore [38]. 

Le procédé complet de création de la spore prend entre 7 et 8 heures et les étapes suivant la 
séparation asymétrique de la cellule environ 5 heures [37]. 
 

 
Figure 7 : Réaction en cascade des facteurs de transcription, d’après [38]. 

 

Composition de la spore 
 

La spore est composée de différents éléments présentés en Figure 8. 

 

 
Figure 8 : Représentation schématique d'une spore vue en coupe (l’échelle des différentes structures n’est pas respectée) 

avec une image type en  microscopie électronique à transmission (MET) à droite (schéma inspiré de [37,39], photo de  [40]). 
Echelle : 200 nm. 
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Ces différents éléments présentés de l’intérieur vers l’extérieur sont : 

- Au centre de la spore, le cœur contient l’ADN, l’ARN, les ribosomes et la plupart des 
enzymes de la spore. Le cœur de la spore a un pH d’environ 1 unité de pH plus faible 
que la cellule végétative qui a un pH compris entre 7 et 7,2 [37]. De plus, le cœur est 
relativement déshydraté. En effet, l’eau représente, en fonction des espèces, 27-55% 
du poids du cœur de la spore contre plus de 80% pour les cellules végétatives. Le 
génome se trouve dans le cœur dans lequel la plupart de l’eau est remplacée par du 
DPA [41]. Cette molécule est seulement synthétisée dans le compartiment de la cellule 
mère de la cellule sporulante et confère sa résistance à la spore. Elle représente 5-20% 
du poids sec des spores de Bacillus ou Clostridium et se situe uniquement dans le cœur 
où elle est le plus souvent liée à des cations divalents, notamment Ca2+ [37,42]. 
L’accumulation d’une grande quantité de DPA est responsable en partie de la 
réduction de la quantité d’eau présente dans le cœur pendant la sporulation [43]. Les 
petites protéines acido-solubles (SASPs) de type α/β sont synthétisées seulement 
pendant le développement de la spore, après la troisième heure de sporulation [44]. 
Ces protéines sont extrêmement abondantes, elles représentent 3-6% des protéines 
totales de la spore et 5-10% des protéines totales contenues dans le cœur de la spore. 
Les SASPs de type α/β se trouvent exclusivement dans le cœur de la spore où elles 
saturent l’ADN. La liaison de ces protéines modifie la structure de l’ADN et ses 
propriétés [37,45]. Les SASPs de type α/β sont dégradées tôt pendant la germination 
par une endoprotéase nommée GPR, offrant une source indispensable d’acides aminés  
pour le développement de la spore [44,46] et si ce n’est pas le cas, leur présence 
interfère avec le développement et bloque la transcription de l’ADN [47].  

- La membrane interne de la spore est composée de lipides et de protéines. La surface 
de la membrane interne de la spore est le lieu d’assemblage d’une fine couche de 
peptidoglycane appelée paroi sporale.  La membrane interne est extrêmement 
imperméable même aux petites molécules comme l’eau et c’est cette propriété qui 
protège le cœur de la spore des dommages dus à des produits chimiques pouvant 
atteindre l’ADN [48].  

- Le cortex est composé de peptidoglycanes qui, malgré leur similitude avec les 
peptidoglycanes des cellules végétatives, ont une structure spécifique aux spores. On 
remarque notamment l’absence totale d’acide teichoïque provenant des résidus 
d’acides N-acetylmuramic [48]. Le cortex est essentiel pour la réalisation et le maintien 
d’une spore déshydratée, pour la minéralisation de la spore et pour la dormance [49].  

- La membrane externe, dont la composition exacte demeure mal connue, est une 
membrane fonctionnelle lors de la création de la préspore. Mais, une fois la spore 
formée, elle peut ne pas garder son intégrité. Son rôle n’est donc pas de maintenir une 
imperméabilité de la spore ni d’augmenter sa résistance aux stress environnementaux 
[41]. Cependant, elle contient du matériel qui permet la liaison entre le manteau et le 
cortex. 

- Le manteau est une structure complexe composé de plusieurs couches dont la plupart 
est spécifique de la spore. Certaines sont impliquées dans l’assemblage du manteau et 
de l’exosporium [50]. Sa composition est très variable entre les espèces mais 
également en fonction des souches au sein d’une même espèce. La proportion des 
protéines présentes dans le manteau représente 40-80% des protéines totales de la 
spore [51] mais il contient également des carbohydrates (6%) [32]. Le manteau de 
l’endospore est fait de couches successives qui protègent le génome de la bactérie lors 
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de conditions de stress. Le modèle pour l’architecture d’une spore est donné par 
Bacillus subtilis qui est constitué d’au moins 70 protéines différentes réparties en trois 
couches [33]. 
Les spores qui ont été isolées à un temps intermédiaire et qui n’avaient donc pas leur 
manteau totalement synthétisé sont instables et germent spontanément. Ainsi, le 
manteau a un rôle de suppression de la germination spontanée et non-souhaitée [52]. 
Le manteau est indispensable pour conférer une résistance à la spore lors d’un stress 
environnant [33]. 

- L’exosporium est la partie la plus à l’extérieur de la spore. La présence d’un exosporium 
est loin d’être universelle et sa structure peut être soit absente soit diminuée chez 
certaines espèces [53]. L’exosporium est constitué d’une couche basale de 
paracrystalline et, chez certaines espèces, de pili ressemblants à des filaments [54]. 
D’après des études menées sur Bacillus cereus, l’exosporium est composé 
principalement de protéines (43-52% du poids sec), mais contient également des 
lipides (15-18% du poids sec) et des carbohydrates (20-22% du poids sec). En très faible 
quantité (autour de 4%), des composés comme le calcium et le magnésium sont 
présents. Certains composés ne sont pas identifiés [55]. Chez Bacillus pumilus, 
l’exosporium est proche de la sous-couche externe du manteau et est formé par un 
matériel dense qui semble légèrement poreux et avoir des pili de courte projection 
[56]. 

 

Phénomène de résistance et de réparation de l’ADN 
 

Comme les spores doivent survivre une longue période sans nutriment, elles sont 
métaboliquement dormantes, ne contenant pas ou peu de composés apportant de l’énergie 
comme l’ATP (Adénosine TriPhosphate) ou le NADH (Nicotiamide Adénine Dinucléotide) [57]. 
Les spores dormantes ne peuvent pas réparer les dommages faits à l’ADN ou aux protéines. 
Le mécanisme de réparation de l’ADN se déroule quand la spore germe et se développe et 
que l’activité métabolique reprend [39]. Si les dommages accumulés pendant la dormance de 
la spore sont trop importants, les mécanismes de réparation ne seront pas suffisants et cela 
conduira à la mort de la bactérie. Il arrive que les bactéries restent des années sous forme 
sporulée, par conséquent, pour leur survie, il faut qu’elles acquièrent une multitude de 
mécanismes qui les protège des dommages pendant une période de dormance 
potentiellement longue. Ces mécanismes qui évoluent probablement pour protéger la spore 
contre des stress modérés, permettent également de protéger la spore des dommages créés 
par un traitement agressif [41], comme les produits chimiques ou les radiations. 

Il y a deux moyens pour minimiser l’effet des dommages à l’ADN pour la spore : 

1) Prévenir les dommages à l’ADN dans un premier temps 
2) Réparer rapidement les dommages à l’ADN lors du développement [46]  

Le premier moyen est le plus favorable pour la spore car la réparation de l’ADN peut induire 
des mutations et, dans le cas d’une spore, la bactérie doit attendre la fin de la germination 
pour activer ce mécanisme [37].  
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Les dommages à l’ADN peuvent être réparés de trois façons. La première, à l’aide d’une lyase, 
Spl, qui dégrade les photoproduits. Cette enzyme est produite seulement pendant le 
développement de la spore. Les deux autres sont des réparations par recombinaison et 
excision et sont dépendantes de RecA mais peuvent également dépendre de quelques 
protéines de réparations spécifiques à la spore [41]. 

 

Il a été démontré in vitro que les SASPs de type α/β protègent l’ADN d’attaques chimiques au 
peroxyde d’hydrogène, très probablement en protégeant directement les brins de l’ADN et 
plus particulièrement le squelette, de l’attaque des radicaux d’hydroxyle. Ceci est soutenu par 
une résistance additionnelle aux DNases et à beaucoup d’enzymes de restriction. Cependant, 
les SASPs de type α/β jouent un faible rôle lors d’attaques ionisantes mais sont impliquées 
dans la protection contre les UV [57].  

La faible teneur en eau dans le cœur est un facteur prédominant qui contribue à la fois à la 
dormance enzymatique de la spore et à la résistance à la chaleur et aux composés chimiques. 
Les conditions à l’intérieur du cœur sont étroitement  liées aux propriétés de résistance de la 
spore, dont beaucoup se trouvent, dans une certaine mesure, dans la protection de l’ADN 
contre les dommages de la spore [32]. Cependant, les UV et les rayonnements gamma tuent 
les bactéries en causant des dommages à l’ADN. Les spores sont beaucoup plus résistantes 
aux irradiations gamma que les cellules végétatives. Les raisons de cette plus grande 
résistance ne sont pas claires mais il est possible que l’un des facteurs soit la faible présence 
d’eau dans le cœur qui limite la production de radicaux hydroxyles [41,57].  

Ensuite, le DPA est important pour la résistance des spores. Il n’y a pas d’informations quant 
au rôle possible du DPA dans la résistance aux rayonnements gamma des spores. Cependant, 
le DPA participe à la résistance des spores aux UV [58]. 

 

Les agents oxydants comme le peroxyde d’hydrogène sont connus pour créer des mutations 
chez les cellules végétatives. Chez les spores, le mécanisme d’élimination de ces 
microorganismes est différent. En effet, il semblerait que les agents oxydants causent des 
dommages au niveau des différentes couches constituant la spore, et principalement au 
niveau de la membrane interne. La membrane interne joue un rôle majeur en limitant les 
échanges entre le milieu extérieur et le cœur ce qui lui confère un rôle essentiel dans la 
résistance des spores à de nombreux composés chimiques [59,60]. L’incroyable 
imperméabilité de la membrane interne est due à l’état des lipides la constituant. Dans la 
publication de Cowan et al., il a été montré que les lipides sont en grande partie immobiles 
chez les spores de Bacillus subtilis avec un coefficient de diffusion D de 1,1 ± 0,98 x 10-9 cm2/s 
et une fraction de mobilité R de 0,31 ± 0,16. Au moment de la germination, la membrane 
gagne en mobilité avec un D de 1,85 ± 1,24 x 10-9 cm2/s et un R de 0,75 ± 0,07 [61]. Un des 
facteurs qui peut contribuer à l’immobilité des lipides est la déshydratation de la cellule au 
moment de la sporulation qui conduit à une diminution du volume du cœur qui peut être 
accompagné d’un changement au niveau de la membrane conduisant à une proportion 
importante de lipide en phase gel. Ainsi ce n’est pas la nature des lipides de la membrane 
interne qui lui confère son imperméabilité mais leur état d’organisation. 
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La membrane externe ne permet pas d’augmenter la résistance aux irradiations, à la chaleur 
ou aux composés chimiques. 

 

Les couches de la spore (manteau et exosporium) contribuent à une résistance élevée de la 
spore à des stress chimiques et physiques. Même si la spore est métaboliquement inactive, 
les spores interagissent activement avec leur environnement. Ces interactions semblent être 
modulées principalement par le manteau et l’exosporium. Les couches de la spore sont 
flexibles, extensibles ou rétractables en réponse à l’environnement comme l’humidité (Figure 
9) [62].  

 
 

Figure 9 : Représentation de l'évolution de la taille d'une spore en fonction de l'humidité relative. 
Le h correspond à une humidité relative faible et le H à une humidité relative élevée. Cr est le cœur de la spore, Cx, le 

cortex, Ic et Oc l’intérieur et l’extérieur du manteau, respectivement [35]. 

 
A la fois le manteau et l’exosporium contiennent différentes enzymes qui permettent la 
protection de la spore, modulent la germination et sont susceptibles d’affecter 
l’environnement. Les variations de structure et de composition des couches entre les espèces 
et au sein d’une même espèce existent et peuvent refléter les conditions environnementales 
de formation des spores et les conditions actuelles dans lesquelles se trouvent les spores 
[58,63–65]. 
 
Le manteau protège aussi le cortex qui est susceptible d’être attaqué par des enzymes 
destructrices de peptidoglycanes comme les lysozymes et dont l’hydrolyse conduit à la mort 
des spores ou à la germination. Le manteau permet également de contrôler la germination 
[35]. Le manteau de la spore est d’une importance capitale pour la résistance à de nombreux 
composés chimiques. Il permet de protéger la spore contre les attaques par des agents 
oxydants (O3, H2O2, ClO2, …) [63]. Pour l’ozone, il semblerait que l’élimination des spores  soit 
due à des dommages au niveau des couches externes de la spore, principalement au niveau 
du manteau [59]. Les enzymes constituant le manteau ont un rôle potentiel de protection 
contre certaines molécules toxiques spécifiques [35]. La forte présence de réticulation 
(comme les ponts disulfures) au sein du manteau confère probablement à la spore sa 
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résistance mécanique et chimique [66]. Le manteau est la première barrière aux molécules et 
sa principale fonction est la protection de la spore et, indirectement, la préservation du 
génome de la spore. 

 
Quant à l’exosporium, il peut induire une résistance aux composés chimiques et aux 
traitements enzymatiques. Il dispose d’une surface hydrophobe lui permettant d’avoir des 
propriétés adhérentes [67,68].  
 

Pour résumer, la plupart des facteurs impliqués dans la résistance des spores à la chaleur, aux 
radiations et aux composés chimiques sont : 

1) la faible concentration en eau dans le cœur, cruciale dans la protection contre la 
chaleur humide et probablement les irradiations gamma et qui joue un rôle important 
dans la photochimie de l’ADN et donc contre les UV 

2) la saturation de l’ADN des spores par les SASPs de type α/β qui protège la spore de la 
chaleur sèche ou humide et de quelques composés chimiques génotoxiques 

3) la réparation de l’ADN qui est importante dans la résistance aux dommages créés sur 
l’ADN par les traitements tels que les radiations, la chaleur sèche et les composés 
chimiques génotoxiques 

4) la minéralisation du cœur qui protège contre la chaleur humide 
5) le DPA contenu dans le cœur qui influence l’hydratation du cœur et la quantité de 

minéraux et donc la résistance à la chaleur humide et aux UV 
6) la membrane interne, dont la faible perméabilité retarde l’arrivée de composés 

chimiques dans le cœur 
7) le manteau qui crée une barrière contre les enzymes lyases, les composés chimiques 

toxiques et peut-être les radiations UV 
8) la stabilité intrinsèque des protéines de la souche qui contribue à la résistance à la 

chaleur humide [41]. 

 

Pour conclure, la résistance des spores est clairement due à une accumulation d’effets de 
structure et de caractéristiques chimiques et biochimiques [32]. 

 

Germination 
 

Pour que l’état de dormance reste une stratégie viable, il faut que la spore soit capable de 
germer rapidement dès que des nutriments sont de nouveau disponibles dans 
l’environnement. La germination des spores bactériennes dans l’environnement est 
généralement déclenchée par des molécules de faible poids moléculaire qui sont spécifiques 
des espèces et des souches. Ces molécules viennent se fixer sur les récepteurs de la 
germination (GRs). Elles peuvent être des acides aminés, des dérivés de purine et des sucres. 
Le mécanisme de germination inclut le relargage de cations monovalents comme H+, Na+ et 
K+. Il est à noter que d’autres molécules non nutritives peuvent conduire à la germination de 
la spore, comme le complexe DPA-Ca2+ [48].  
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Les GRs sont localisés dans la membrane interne des spores et sont présents en très faible 
quantité. Par conséquent, les activateurs de la germination doivent traverser la paroi du 
manteau et du cortex pour se fixer sur leur récepteur, le manteau doit être à la fois protecteur 
et perméable aux molécules. Il peut être imaginé comme un filtre à molécules qui ne laisse 
passer que les petites molécules qui permettent la germination et qui exclut les grosses 
molécules comme les lysozymes [48].  

La transition entre la spore dormante et la cellule végétative se déroule en trois étapes : 
l’activation, la germination et le développement. L’activation est un procédé réversible, elle 
ne conduit pas forcément à la germination de la spore et à la croissance du microorganisme. 
L’activation conserve la plupart des propriétés de la spore dormante [69]. A contrario, si le 
procédé de germination débute, la spore ne pourra pas retourner à son état dormant.  

Les différentes étapes de la germination peuvent être résumées en cinq étapes : 

1) Le relargage de cations monovalent et Zn2+ provenant du cœur. Le relargage de H+ 
élève le pH du cœur à 6,5-7,7, un changement essentiel pour le métabolisme de la 
spore une fois que le cœur aura retrouvé le niveau d’hydratation pour l’activation des 
enzymes. 

2) Le relargage du DPA associé au relargage de cations divalent, majoritairement Ca2+ 

[37]. Il est ainsi possible que le relargage de ce complexe par une spore stimule la 
germination des spores alentours [39].  

3) Le remplacement du DPA par de l’eau (à ce niveau le taux d’hydratation n’est pas 
suffisant pour activer les enzymes) 

4) L’hydrolyse des peptidoglycanes constituant le cortex 
5) Le gonflement du cœur dû à une absorption plus importante d’eau et l’expansion de 

la paroi sporale. 

A l’issue de cette dernière étape, les enzymes deviennent actives ce qui permet au 
métabolisme de la spore de se mettre en place, suivie par la synthèse de macromolécules qui 
convertissent la spore germinante en cellule en croissance : c’est le développement [37]. Il 
inclut l’émergence et la croissance de la nouvelle cellule et il représente le passage de la spore 
à la cellule végétative [70].  

La paroi sporale devient la membrane cellulaire quand la spore passe en phase de germination 
et de développement [32].  

Le manteau et l’exosporium ont également le potentiel d’affecter enzymatiquement la 
germination. Une propriété intrinsèque de la surface de la spore est sa possibilité de convertir 
la L-alanine en D-alanine en utilisant une alanine racemase. La L-alanine étant un germinatif 
potentiel, la conversion de la L-alanine en D-alanine par le manteau peut supprimer la 
germination. Le manteau influence la germination en séquestrant les enzymes requises pour 
la dégradation des peptidoglycanes du cortex [71].  

Après l’initiation de la germination, le manteau doit être ouvert pour permettre le 
développement de la cellule végétative dans l’environnement. 
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1.1.3. Escherichia coli 
 

Découverte en 1885 par Théodore Escherich, Escherichia coli est la bactérie référente dans les 
laboratoires. C’est une bactérie Gram-négative qui ne peut pas sporuler. Elle se présente sous 
la forme de bâtonnets et a des fimbriae adhésifs (Figure 10). E. coli est la bactérie anaérobie 
facultative la plus abondante dans l’intestin des humains et des animaux à sang chaud. Elle est 
responsable de différentes maladies comme la diarrhée, la dysenterie ou le syndrome 
hémolytique et urémique. La température optimale de croissance est de 37°C [72]. 

Une souche tient une place toute particulière dans les laboratoires expérimentaux de biologie 
moléculaire et de microbiologie. Il s’agit d’Escherichia coli K-12 (ATCC 29425). Cette souche a 
été isolée en 1922 [72] et est une souche non pathogène, plus radio-résistante qu’E. coli O157: 
H7 [73]. Escherichia coli K-12 (ATCC 29425) sera utilisée pour nos essais. 

 

 
Figure 10 : Escherichia coli observée en microscopie électronique a) à balayage et b) en transmission avec le cytoplasme 
(Cy), la membrane plasmique (PM) et la paroi (CW), l’échelle est de 5 µm (a), 500 nm (b, image de gauche) et 100 nm (b, 

image de droite). 

 

1.1.4. Bacillus pumilus 
 

Bacillus pumilus est une bactérie Gram-positive et aérobie. Elle se présente sous forme de 
bâtonnets (Figure 11). Une autre propriété de Bacillus pumilus est sa capacité à sporuler. Cette 
capacité à se différencier en une endospore lui permet d’être très résistante à des stress 
environnementaux comme la désinfection par produits chimiques, par le peroxyde 
d’hydrogène ou d’autres conditions drastiques. Elle est retrouvée dans le sol, l’eau ou pour 

a)

b)
Cy

PM
CW
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certaines dans les racines de certaines plantes où Bacillus pumilus a un rôle antifungique et 
antibactérien. 

Les spores de Bacillus pumilus sont parmi les plus résistantes des nombreuses souches de 
spores aérobies et anaérobies étudiées. Elle est maintenant acceptée comme indicateur 
biologique pour les procédés de stérilisation par rayonnement [74,75]. Dans le cadre de notre 
étude, il a été décidé de travailler sur la souche Bacillus pumilus E601 (ATCC 27142). 

 

 
Figure 11 : Bacillus pumilus observé en microscopie électronique a) à balayage et b) en transmission avec le cytoplasme 

(Cy), la membrane plasmique (PM) et la paroi (CW), l’échelle est de 500 nm [40]. 

 

En résumé, il existe une grande diversité de bactéries classées en deux grands groupes : Gram 
négatif et Gram positif. La composition de leur enveloppe est différente et donc leur résistance 
aux stress également. Il est donc important, dans le choix du modèle, de tester une bactérie de 
chaque groupe. Le choix d’Escherichia coli s’est fait assez simplement de par sa notoriété au 
sein des laboratoires. Pour la bactérie Gram positive, Bacillus pumilus, c’est sa capacité à 
sporuler et le fait qu’elle soit considérée comme référence pour la stérilisation par 
rayonnement qui a orienté le choix de travailler avec cette souche. 

 

 

 

a)

b)
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1.2. Le faisceau d’électrons pulsés 
 

1.2.1. Introduction 
 

Les faisceaux d’électrons pulsés font partie de la catégorie des rayonnements, et plus 
particulièrement des rayonnements ionisants. 

 

Définition des rayonnements ionisants 
 

Globalement, un rayonnement désigne un processus d’émission ou de transmission d’énergie 
sous forme d’ondes électromagnétiques ou de particules.  

Un rayonnement est ionisant lorsqu’il va modifier les atomes ou les molécules en leur 
arrachant ou ajoutant des électrons. Ces molécules vont alors être chargées positivement ou 
négativement [76,77]. Son interaction avec la matière est due à la transmission de tout, ou 
partie, de son énergie à cette dernière qui subit alors des modifications. 

Il existe différents types de rayonnements ionisants :  

- Les particules, aussi appelées rayonnements directement ionisants. Elles possèdent 
une masse au repos. On retrouve les rayonnements de particules chargées légères : 
globalement désignés par le terme de rayonnement de type bêta (β). Il s’agit des 
négatons (ou électrons) et des positons constituant respectivement les rayonnements 
β- et β+. Dans le cadre de cette étude, nous utiliserons les rayonnements β- [78]. 

- Les rayonnements électromagnétiques de longueurs d’ondes inférieures à 100 nm, 
aussi appelés rayonnements indirectement ionisants. Ils sont composés d’un flux de 
photons. Ces photons n’ont pas de masse. On retrouve :  

o les rayons gamma (ɣ) qui correspondent à la désexcitation du noyau de l’atome 
qui libère de l’énergie. Dans le cadre des applications de stérilisation, c’est 
l’atome de Cobalt, 60Co (59Co, à l’état de repos). Deux photons ɣ sont émis avec 
une énergie de 1,17 MeV et 1,33 MeV. 

o les rayons X sont issus d’interaction d’électrons avec la matière. Plus le numéro 
atomique (Z) de la matière est important, plus le rayonnement X qui en résulte 
sera intense. 

 

La Figure 12 présente un classement de ces rayonnements ionisants.  
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Figure 12 : Classement des rayonnements ionisants. 

 

Par la suite, nous nous intéresserons au comportement des rayonnements β, objet de l’étude. 

 
Interactions des particules chargées avec la matière  
 

Les particules chargées possèdent une masse et, de ce fait, leurs interactions avec la matière 
qu’elles pénètrent sont très probables.  

Lorsque des particules β- en mouvement pénètrent un matériau, une partie de leur énergie 
cinétique est perdue en interagissant avec les atomes du milieu traversé. Deux possibilités 
peuvent alors se présenter : 

- une interaction entre les électrons incidents et les électrons du milieu, appelée 
collision. Il en existe deux types : l’ionisation et l’excitation. Ce sont les plus probables. 
C’est la quantité d’énergie cinétique transférée à la matière par l’électron incident qui 
va favoriser un phénomène par rapport à l’autre. 

- une interaction entre électrons incidents et un noyau du milieu : il y a alors freinage 
[78,79]. 

 

Le phénomène d’ionisation  
 

Il a lieu dans le cas où l’électron incident transfère une énergie supérieure à l’énergie de liaison 
de l’électron de la matière. Dans ce cas, ce dernier est éjecté, comme illustré en Figure 13. 

Rayonnements
ionisants

Electromagnétiques avec λ< 100 nm
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Figure 13 : Phénomène d’ionisation par une particule chargée, d’après [79]. 

 

En général, lors d’une ionisation, l’énergie cédée par l’électron incident est faible en 
comparaison à son énergie cinétique totale. Par conséquent, de nombreuses interactions 
peuvent avoir lieu avant que l’énergie cinétique totale de l’électron incident soit insuffisante 
pour pénétrer plus loin dans la matière.  

 
Le phénomène d’excitation 
 

Il a lieu quand l’électron incident transfère une énergie égale à la différence entre les énergies 
de liaison de deux couches électroniques de l’atome de la matière. Comme l’illustre la Figure 
14, l’électron de la matière qui subit l’interaction va migrer vers une couche électronique 
moins liée et plus énergétique : il y a excitation de l’atome. L’état excité est instable car le 
cortège électronique dans son ensemble est alors dans un état énergétique plus important 
qu’il ne devrait l’être. La lacune créée par le déplacement de l’électron va être comblée par 
un électron d’une couche de niveau supérieur grâce à un réarrangement du cortège 
électronique. Cela donne lieu à l’émission d’un photon dont l’énergie dépend de la différence 
entre les niveaux énergétiques des deux couches en question, c’est-à-dire de l’énergie de 
transition. Ce processus est appelé désexcitation ou relaxation de l’atome. Si la valeur de 
l’énergie de transition est modérée, la relaxation engendre l’émission d’un photon de faible 
énergie (visible ou ultraviolet). Si cette valeur est élevée, la relaxation peut engendrer : 

- l’émission d’un photon X, résultant de la réorganisation du cortège électronique qui 
fait suite à l’ionisation de couches proches du noyau. Il est intéressant de remarquer 
que cela définit l’une des deux origines du rayonnement X. 

- la recapture du photon X, par l’atome lui-même, provoquant l’expulsion d’un électron 
périphérique. Cet électron est appelé électron Auger (cf. Figure 14). 
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Dans le cadre de l’excitation d’un atome, l’énergie que cède l’électron incident à l’électron de 
la matière, comparativement à son énergie cinétique, est moins importante que dans le cas 
de l’ionisation. 

 

 
Figure 14 : Phénomène d’excitation et ses conséquences, d’après [78]. 

 

Le phénomène de freinage 
 

Plus minoritairement, les électrons qui pénètrent dans un milieu matériel peuvent interagir 
avec les noyaux atomiques de la matière. Cette interaction est d’autant plus probable que 
l’énergie de l’électron incident est grande (supérieur à 1 MeV) et que le numéro atomique du 
noyau de la matière traversée est important. Quand ces conditions sont réunies, un électron 
passant près d’un noyau peut, sous l’influence du champ électrique (champ coulombien du 
noyau, d’autant plus fort que le noyau est lourd), lui céder une partie de son énergie et être 
dévié. Un ralentissement ou un freinage de l’électron en est la conséquence. L’énergie perdue 
par l’électron est alors émise sous forme de rayonnements X dits de freinage ou 
Bremsstrahlung. Il s’agit du deuxième phénomène pouvant donner naissance au rayonnement 
X (cf. Figure 15). 
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Figure 15 : Phénomène d’émission de rayonnements X de freinage ou Bremsstrahlung, d’après [78]. 

 
La compréhension de l’interaction des particules chargées, et notamment des électrons, avec 
la matière permet de mieux comprendre les différents phénomènes qui apparaissent 
lorsqu’un faisceau d’électrons arrive à la surface d’un produit : modification des composés 
chimiques, création d’espèces réactives, énergie déposée dans le produit. 

 

1.2.2. Principe d’un faisceau d’électrons 
 

La génération d’un faisceau d’électrons 
 

L’étude se portant sur un faisceau d’électrons de faible énergie (250 keV), la description qui 
suit ne s’applique qu’à ce type de faisceau. 

Pour la génération d’un faisceau continu ou pulsé, le principe général est identique. C’est la 
réalisation des différentes parties qui est différente. Au paragraphe 1.2.6, les différents 
éléments constituant le générateur pulsé seront décrits. 

Dans un premier temps, il faut générer une forte tension à partir d’une alimentation 
industrielle (triphasé 380 V).  
Ensuite, le courant créé va être transmis jusqu’à la diode. Une diode est composée d’une 
cathode au potentiel (dans notre cas) et d’une anode (feuille métallique) reliée à la terre. 
L’ensemble est sous vide secondaire pour limiter l’érosion de la cathode et les interactions 
des électrons avec les molécules de l’air. C’est à ce niveau que le faisceau d’électrons va être 
généré. En fonction de l’impédance de la diode, une certaine tension va se trouver aux bornes 
de celle-ci qui constituera l’énergie cinétique des électrons. La quantité de charge par unité 
de temps au niveau de la diode est le courant. Pour extraire et accélérer les électrons, une 
différence de potentiel est appliquée entre la cathode et l’anode. Ces électrons accélérés ont 
suffisamment d’énergie pour traverser la feuille servant d’anode et venir traiter le produit. Le 
produit étant à la pression atmosphérique (Patm), la feuille permet de faire étanchéité entre le 
vide et la Patm [10,76]. L’épaisseur est donc calculée afin d’être suffisamment solide 
mécaniquement pour résister aux forces de pression. Cependant, il faut aussi qu’elle soit 
suffisamment fine pour que les électrons puissent la traverser sans perdre trop d’énergie. En 
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effet, la pénétration des électrons dans la matière est limitée et dépendante de l’énergie de 
ces derniers. 
 

 
Figure 16 : Schéma du fonctionnement des machines à faisceau d'électrons faible énergie. 

 

La pénétration des électrons 
 

Il est assez intuitif de comprendre que la masse des particules influe sur la pénétration de ces 
dernières dans la matière. De même, les rayonnements électromagnétiques, qui n’ont pas de 
masse, ont un pouvoir pénétrant plus important que les rayonnements mettant en jeux des 
particules. Le schéma ci-dessous résume ce propos. 

 

 
Figure 17 : Pouvoir de pénétration des différents rayonnements, d’après [80]. 

 

La masse des particules va influer sur leur capacité d’interaction avec les molécules 
constitutives du milieu. Ces interactions vont être à l’origine de trajectoires différentes dans 
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la matière et donc de pénétrations différentes. Pour caractériser la trajectoire des 
rayonnements particulaires, deux grandeurs sont utilisées : 

- le parcours : c’est la longueur du chemin parcouru dans la matière. Il s’exprime 
généralement en unité métrique. 

- la portée : c’est la profondeur de pénétration que les particules ont atteint. L’unité de 
masse surfacique [g.cm-2] et l’unité de masse volumique [g.cm-3] sont les plus 
couramment employées (Figure 18). 

 

 
Figure 18 : Notions de parcours et de portée d’un rayonnement particulaire, d’après [78]. 

 

Les électrons, de masse très faible (9,10938356 × 10-28 g), vont avoir un parcours très sinueux 
car sujets aux déviations de trajectoire. La valeur de la portée des électrons sera donc toujours 
moins importante que leur parcours. 

La relation de Katz et Penfold permet d’évaluer, pour des énergies de faisceaux comprises 
entre 0,01 MeV et 2,5 MeV, la portée des électrons (tl) [6]. 
 

𝑡𝑡𝑙𝑙 =  
0,412 × 𝐸𝐸1,265−0,0954𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙

𝜌𝜌
 (équation 1) 

 
Avec  tl : valeur de pénétration maximale en cm 

E : énergie maximale d’un électron en MeV 
ρ : masse volumique du milieu en g/cm3.  

 
Cette formule nous indique que plus le milieu à une masse volumique importante, moins le 
faisceau va pouvoir pénétrer la matière. Pour compenser cette perte de pénétration, il faut 
augmenter l’énergie du faisceau. A chaque interaction l’électron va perdre de l’énergie jusqu’à 

Rayonnement
particulaire

Vide Matière
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atteindre une valeur quasi nulle d’environ 0,025 eV, correspondant à l’agitation thermique. Il 
est estimé qu’à partir de cette énergie l’électron s’arrête. 
 
La représentation graphique du TLE (Transfert Linéique d’Energie) des électrons en fonction 
de leur énergie permet d’observer la façon caractéristique dont ils cèdent leur énergie en 
fonction de leur ralentissement dans la matière. En effet, le TLE représente l’énergie 
transférée localement par les particules à la matière pour un élément de parcours (en 
MeV/cm). Le TLE d’une particule chargée d’énergie E dans un matériau est : 
 

𝑇𝑇𝑇𝑇𝐸𝐸 =
dEl
dx

 (équation 2) 

 
Avec   dEl : énergie transférée localement en MeV 

   dx : élément de parcours en cm. 
 
 

Un exemple de ce type de représentation est donné en Figure 18 dans le cas d’un milieu de 
tissus vivants. 
 

 
Figure 19 : Représentation graphique du TLE des électrons pénétrant la matière en fonction de leur énergie : exemple dans 

les tissus vivants, d’après [78]. 
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La courbe ci-dessus permet de faire deux observations intéressantes sur la façon dont les 
électrons ralentis cèdent leur énergie à la matière. D’une part, pour des basses énergies 
jusqu’à 500 keV, plus les électrons sont ralentis par leurs interactions avec la matière, plus 
l’énergie qu’ils cèdent par interaction est importante. Autrement dit, les électrons cèdent plus 
d’énergie à la matière à la fin de leur parcours. D’autre part, pour des énergies comprises 
entre 500 keV et 5 MeV, il apparaît que l’énergie transférée par les électrons à la matière par 
unité de longueur de la trajectoire parcourue, est relativement identique quelle que soit 
l’énergie considérée. 
 

1.2.3. Effet sur les microorganismes 
 

En fonction du type de microorganismes, la résistance aux rayonnements ionisants est 
différente. Par exemple, les virus sont moins sensibles aux radiations que les bactéries [2].  
Au sein même des bactéries, suivant la souche, l’efficacité du traitement ne va pas être la 
même. De manière générale, les bactéries Gram positives sont moins sensibles que les 
bactéries Gram négatives aux radiations [81]. La couche de peptidoglycanes confère une 
rigidité naturelle plus importante aux organismes Gram positifs. En effet, il faut une énergie 
plus importante pour inactiver Bacillus subtilis sous forme végétative comparativement à 
Escherichia coli [82]. 
De plus, parmi les bactéries Gram positives, les spores bactériennes montrent une plus grande 
résistance à ce type de traitement. Le graphique ci-dessous illustre l’évolution de la résistance 
en fonction du type de bactéries. 
 

 
Figure 20 : Evolution de la résistance en fonction du type de bactéries. 

 

En plus de la souche sélectionnée, certains paramètres peuvent influencer l’efficacité du 
faisceau d’électrons. Ils sont de deux types : 

- Propre aux propriétés électriques du générateur d’électrons 
- Fonction de l’environnement de la bactérie (milieu aqueux ou non, par exemple). 

Tout d’abord, l’énergie des électrons (en électron Volt, eV) détermine la profondeur de 
pénétration de ces derniers. Il est donc facile de comprendre que les électrons de faible 
énergie (<500 keV) sont plus adaptés pour le traitement des surfaces. En effet, les électrons 
vont déposer leur énergie dans les premiers micromètres qu’ils vont rencontrer. Une 
augmentation de l’énergie permet de traverser des surfaces et donc de pouvoir traiter des 
produits dans leur ensemble (extérieur et intérieur). Cependant, il est intéressant de se 
demander si un changement d’énergie peut avoir une influence sur l’efficacité du traitement. 
D’après Tallentire et al., les résultats obtenus sur B. pumilus montrent que la décontamination 
bactérienne est la même pour les deux technologies de faisceau d’électrons : basse énergie 
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(80 et 100 keV) et haute énergie (10 MeV) [11]. Cependant, il faut remarquer qu’ils comparent 
l’efficacité en termes de dose et non de durée d’exposition.  La dose est effectivement la 
référence pour la stérilisation de produits pharmaceutiques dans la norme EN ISO 11137-2 
(Stérilisation des produits de santé — Irradiation — Partie 2 : Établissement de la dose 
stérilisante). Cependant, en considérant les courbes de pénétration des électrons à différentes 
énergies (Figure 21 et Figure 22), il en ressort que la quantité d’énergie déposée en surface 
est plus importante avec la diminution de l’énergie. La dose souhaitée est donc atteinte plus 
rapidement en surface avec des électrons de faible énergie pour un même courant délivré. 

 

 
Figure 21 : Dépôt d'énergie par des électrons de 75 à 250 keV en fonction de l'épaisseur et de la densité du matériau 

traversé, d’après [83]. 
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Figure 22 : Dépôt d'énergie par des électrons de 1 à 5 MeV en fonction de l'épaisseur et de la densité du matériau traversé, 

d’après [83]. 

 

De plus, il existerait une énergie ‘seuil’ à partir de laquelle il faut un temps de traitement plus 
important pour avoir le même taux d’éradication. Dans l’étude menée par Chalise et al., il faut 
5 fois plus de temps au faisceau pour traiter l’échantillon à 77 keV qu’à 85 keV. L’explication 
peut venir du fait que des électrons de faible énergie sont rapidement atténués et les bactéries 
situées sur le dessus vont être éliminées rapidement car elles reçoivent un maximum 
d’énergie, alors que les bactéries situées en dessous sont protégées. Il faudra donc augmenter 
le temps d’exposition pour arriver à éliminer ces dernières [6]. 

Un autre paramètre du générateur peut influer sur l’efficacité de traitement. Il s’agit du 
courant, qui représente le nombre d’électrons extraits par unité de temps. Une augmentation 
du nombre d’électrons permet d’accroitre l’efficacité [84]. 

Le débit de dose correspond à la dose délivrée par unité de temps. Plus ce débit est important, 
plus le traitement est efficace [1]. En effet, ce type de traitement influerait sur l’intégrité de 
l’ADN et les mécanismes de réparation n’auraient pas le temps de se mettre en place. 
 

De plus, les conditions dans lesquelles se trouvent la bactérie ont également été étudiées et 
montrent que différents paramètres interviennent dans l’efficacité du traitement. Chalise et 
al. ainsi que Ghomi et al. ont étudié l’influence de la concentration en étalant des bactéries 
(Escherichia coli) sur boite de Pétri avec des concentrations allant de 102 à 106 UFC (Unité 
Formant Colonies)/boite [6,84]. En utilisant le même équipement, ils sont arrivés à des 
conclusions inverses. En effet, Chalise et al. démontrent que la densité bactérienne n’influe 
pas sur la capacité de survie d’Escherichia coli. Au contraire, Ghomi et al. concluent que, 
lorsque la concentration en bactéries augmente, la survie des microorganismes augmente. Ils 
expliquent ce phénomène en évoquant la possibilité de superposition des bactéries. Si une 
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bactérie se trouve sous une autre bactérie, le niveau d’énergie des électrons aura diminué 
d’environ 0,5 keV lorsqu’ils atteindront la deuxième bactérie (pour une énergie de faisceau de 
80 keV). Cet effet conduira ainsi à un moins bon effet bactéricide. Et, par conséquent, plus la 
concentration bactérienne augmente, plus cette probabilité est importante. 

La présence d’eau est également un facteur influençant l’efficacité. En effet, l'eau disponible 
joue un rôle essentiel dans l'inactivation microbienne comme un effet indirect dû aux espèces 
issues de la radiolyse de l'eau [4,73]. 

Lorsque les électrons viennent interagir avec une surface, ils vont déposer de l’énergie dans 
la matière rencontrée. En plus des modifications aux niveaux des liaisons chimiques, cette 
énergie peut être restituée sous forme de chaleur. Par conséquent, une augmentation de la 
température pourrait également expliquer l’effet bactéricide de ce type de traitement. 
Helfinstine et al. ont montré que l’augmentation de température pour une dose déposée de 
40 kGy est de l’ordre de 19°C. En partant d’une température de 20,9°C, ils sont arrivés à un 
échantillon à 49,2°C [85]. Une équation régit cette augmentation de température, elle montre 
que cette dernière est proportionnelle à la dose déposée ainsi qu’au matériau rencontré. 

ΔT = k
Dose absorbée

Cp du matériau irradié
 (équation 3) 

 

Avec  ΔT : différence de température en Kelvin 

k : facteur de conversion 

Dose en Gray 

Cp : capacité calorifique du matériau en J.K-1.kg-1. 

 

Pour finir, il a été montré que, lors d’un traitement des bactéries en dessous de la dose létale, 
un phénomène de résistance pouvait se mettre en place augmentant ainsi la résistance des 
souches aux rayonnements ionisants. Cependant, des altérations dans la résistance des 
cellules végétatives produites par des irradiations répétées n’ont pas donné lieu à des cellules 
végétatives avec une résistance comparable à celle des spores non traitées [74]. Ces 
phénomènes de résistance s’expliquent par le fait que, si le traitement est trop lent, les 
mécanismes de réparation de l’ADN ont le temps de se mettre en place. Par conséquent, afin 
de neutraliser efficacement les cellules microbiennes en utilisant les rayonnements ionisants, 
la dose doit être délivrée dans un laps de temps suffisamment court pour contourner les 
processus de réparation à médiation cellulaire [86]. Cette observation suggère que les 
faisceaux d’électrons affectent l’ADN des microorganismes mais d’autres phénomènes 
peuvent intervenir et avoir un effet létal sur les bactéries. 

 

D’une manière générale, les agents bactéricides ont plusieurs cibles afin d’empêcher le 
développement des bactéries. Tout d’abord, la paroi est une enveloppe rigide qui assure 
l’intégrité des bactéries et qui les protège d’un stress environnemental. Les biomolécules 
comme l’ADN ou les protéines peuvent également être les cibles de ces agents. Dans le cas 
des rayonnements ionisants, il est admis qu’ils agissent de manière directe et indirecte par 
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l’interaction avec les biomolécules ou en créant des espèces réactives comme •OH, •H, H2O2 
qui ensuite viendront modifier l’intégrité cellulaire [85,87]. 

Dans une publication de Parisi et al., un changement au niveau de la morphologie des colonies 
de Bacillus pumilus sous forme végétative est apparue. L’aspect des colonies avant traitement 
était rugueux alors qu’après les traitements les colonies sont lisses. Cette observation laisse 
supposer qu’une modification de la paroi a pu se produire. Des outils de microscopies 
électroniques permettent d’observer si des dommages au niveau de la paroi apparaissent 
après un traitement ionisant. Aucune modification au niveau de la membrane n’est observée 
[74]. Cependant, il est supposé qu’une densité de courant très importante peut conduire à la 
formation de pores au niveau de la membrane de la cellule conduisant ainsi à la mort 
cellulaire. Le temps d’exposition est un critère important dans le processus d’initiation du 
phénomène d’électroporation. Ghomi et al. (2005) ont émis l'hypothèse que, lorsque la durée 
d'impulsion est de l’ordre de la microseconde (µs), la capacité de la membrane cellulaire 
d’isoler le champ électrique externe peut conduire à la pénétration des électrons directement 
au niveau des organites sans causer de dommages permanents à la membrane cellulaire 
externe. Cette théorie a été testée en soumettant des échantillons bactériens à une impulsion 
électrique de 5 µs et 80 keV. L’analyse par spectroscopie à DO260 nm et DO280 nm n’a révélé 
aucune fuite d’ADN ou de protéines, respectivement. La microscopie électronique à balayage 
(MEB) a montré que la membrane cellulaire est restée intacte et, par conséquent, 
l'inactivation est supposée se produire par des changements au niveau de l’ADN ou des 
modifications de composés chimiques présents au sein de la bactérie [1,6]. 

Des mécanismes directs et indirects peuvent se produire suite à l’irradiation des bactéries par 
un faisceau d’électrons. Le mécanisme direct est l’apparition de cassures au niveau de l’ADN, 
double ou simple brin [1,88]. L’énergie des liaisons covalentes de cette biomolécule est de 
quelques eV. Comparativement à l’énergie des électrons, elle est beaucoup plus faible [13]. 
Des phénomènes de crosslinking peuvent également apparaitre ce qui rend la croissance des 
bactéries impossible. L’eau disponible au sein des microorganismes ou dans leur 
environnement joue un rôle dans l’inactivation bactérienne grâce à la création de produits de 
radiolyse de l’eau [73]. Ces espèces réactives sont principalement les radicaux H3O+ and •OH. 
Le radical hydroxyle est responsable à 90% des dommages de l’ADN [2,88]. 

Il a été constaté que la phase de croissance dans laquelle se situe la bactérie influence 
l’efficacité du traitement. En effet, en phase exponentielle, les bactéries sont plus sensibles 
aux radiations. L’explication pourrait venir du fait que la machinerie de réparation est saturée 
pendant cette étape qui est la phase de croissance la plus rapide du cycle. Cependant, en 
fonction de la souche bactérienne étudiée, des observations contraires peuvent être faites 
[86]. 

Comme vu précédemment, en fonction du type de microorganisme, la réponse au traitement 
est différente. La radiorésistance a été souvent attribuée à la structure condensée du 
nucléoïde, aux niveaux élevés d’ions manganèses présents dans le cytosol en tant que 
catalyseur de la dégradation de l’ion superoxyde pour limiter les dommages induit par 
l’oxydation ou à un processus de réparation de l’ADN RecA-indépendant [89,90]. 

En 1946, Evelyn Witkin a établi qu'il était possible d'augmenter la résistance d'Escherichia coli 
B aux dommages à l'ADN. Pour cela, elle a exposé les cultures à de fortes doses de lumière 
UV, lumière connue comme pouvant créer des mutations au niveau du génome. La dose 
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délivrée était calculée pour tuer la plupart de la population. Les bactéries non éliminées par 
le traitement sont sélectionnées comme étant les variantes les plus aptes à tolérer les UV. 
Ensuite, d’autres chercheurs ont répété ce résultat, démontrant que des cycles répétitifs 
d'exposition à des doses élevées à un agent endommageant l'ADN peuvent améliorer la 
capacité d'une culture à tolérer cet agent endommageant. Cette capacité est, de surcroit, 
transmise aux générations suivantes. Pour le cas des faisceaux d’électrons, il a été montré 
que, par un traitement successif en dessous de la dose létale, une meilleure résistance au 
traitement peut apparaitre. L’augmentation de la résistance aux irradiations a été reportée 
pour les souches d’E. coli, de Salmonella enterica et de Bacillus pumilus [89,91].  

Les irradiations interagissent donc avec la biomolécule d’ADN qui est protégée, notamment, 
par la membrane et la paroi des bactéries contre les agressions de l’environnement. Cette 
remarque laisse à penser que des interactions avec d’autres types de molécules sont 
possibles. 

 

1.2.4. Effets sur les matériaux 
 

Les électrons vont interagir avec les molécules qu’ils rencontrent et induire ainsi des 
changements physiques ou chimiques. Des phénomènes peuvent apparaitre comme de la 
réticulation, des ruptures de chaines ou de la photo-oxydation. Les conséquences de ces 
changements sont : un changement de couleur du produit traité, un changement d’odeur, une 
modification de ses propriétés physico-chimiques [2]. L’augmentation de la dose déposée 
dans le matériau induit plus de dommages. Cependant, après avoir fait des essais sur des 
radicaux de benzyle ammonium ou sur du LDPE (Low Density PolyEthylene), il semblerait que 
le débit de dose influe sur la quantité de dommages produits par le traitement (Figure 23 et 
Figure 24) [92,93]. 
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Figure 23 : Variation du taux de gel de deux échantillons de polymère (LDPE-0030 et LDPE-0200) en fonction de la dose 

déposée. Le débit de dose est indiqué dans la légende en kGy/min, d’après [93]. 

 

 
Figure 24 : Variation du pourcentage d'élongation de deux échantillons de polymère (LDPE-0030 et LDPE-0200) en fonction 

de la dose déposée. Le débit de dose est indiqué dans la légende en kGy/min, d’après [93]. 
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1.2.5. Comparaison avec les autres technologies ionisantes 
 

Plusieurs études s’attachent à comparer l’efficacité des différentes technologies d’irradiation. 

Tout d’abord, les rayonnements gamma et les rayons X ont, pour une même dose déposée, 
une moins bonne efficacité que les faisceaux d’électrons. En effet, la comparaison des valeurs 
de D0 (dose létale moyenne) indique que l'irradiation par faisceau d'électrons conduit à la 
mort de plus de cellules que celle observée pour l'irradiation gamma ou par rayon X [2,94]. 
Les radiations ayant un TLE important (comme les faisceaux d’électrons) sont biologiquement 
plus efficaces par unité de dose absorbée. Les variations d’efficacité peuvent aussi être 
attribuées à l’énergie d’irradiation et au débit de dose, spécifiquement pour les radiations de 
faible TLE [94]. 

Ensuite, comparativement à la stérilisation par rayons gamma, la supériorité de la stérilisation 
par faisceau d’électrons est due à son effet moins dégradant, fonction de son temps 
d'exposition plus court et d’un débit de dose plus important. Ces caractéristiques permettent 
de limiter les réactions de dégradation des polymères. 

Cependant, la limite de l’utilisation des faisceaux d’électrons est la faible pénétration de ces 
derniers dans les matériaux par rapport aux deux autres technologies. Un traitement de 
surface ou à travers des matériaux de faible épaisseur et/ou de faible densité est donc l’unique 
possibilité d’utilisation de ce type de rayonnement. 

Deux types de faisceau existent : les faisceaux d’électrons continus et pulsés. Les débits de 
dose sont également différents, beaucoup plus élevés dans le cas du pulsé. Par conséquent, 
une comparaison de l’efficacité a conduit à la conclusion suivante : les faisceaux d’électrons 
pulsés sont plus efficaces que les faisceaux continus pour les mêmes raisons que les 
rayonnements gamma et X [1]. Cependant, dans le cas de deux faisceaux d’électrons pulsés 
de durée d’impulsion 2 µs et 35 ns, les résultats obtenus par L.C. DeVeaux et al. sont différents 
en fonction du microorganisme étudié. En effet, pour Halobacterium sp. NRC-1, l’efficacité 
n’est pas affectée par le débit de dose. Pour Bacillus subtilis, en revanche, la technologie ayant 
le plus fort débit de dose est moins efficace (LD50 : 1 kGy pour 1011 Gy/s contre 0,2 kGy pour 
30 Gy/s) [86].  
 
Par conséquent, en fonction de la souche étudiée, les conclusions peuvent être différentes. 
Même pour des technologies comme les microondes, en fonction de la souche, cette 
technologie peut s’avérer plus ou moins efficace que les faisceaux d’électrons. Il est donc 
proposé par certains de combiner les deux technologies pour avoir une efficacité accrue du 
traitement et pour étendre la plage de microorganismes inactivés par le traitement [87]. 
 

1.2.6. Présentation du dispositif expérimental 
 

Pour le générateur étudié ici, l’énergie des électrons se situe autour de 250 keV. La machine 
est donc considérée comme une technologie de basse énergie (< 500 keV).  Le courant délivré 
par le générateur est de 6 kA et la durée de l’impulsion mesurée à mi-hauteur est de 10 ns. Il 
est possible de délivrer beaucoup de courant sur une durée très courte en stockant l’énergie 
dans des condensateurs qui vont ensuite délivrer le courant à travers un transformateur à 
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base de matériaux magnétiques. Le principe de ce type de transformateur est d’augmenter la 
tension d’entrée en utilisant une bobine mono-spire qui va créer un champ 
électromagnétique. Ce dernier va être guidé par un noyau ferromagnétique présent sur l’axe 
des bobines primaire et secondaire. Le passage d’un champ électromagnétique au cœur de la 
bobine va induire un courant dans les spires de la bobine du secondaire. La tension en sortie 
sera proportionnelle au rapport du nombre de spires entre le primaire et le secondaire. 

 
En aval de cette ligne de formation se trouve un éclateur (Figure 25). Ce dernier sert 
d’interrupteur. Il est pressurisé sous 12 bars d’azote. Lorsque la tension au niveau de 
l’électrode A dépasse la tenue en tension du gaz présent dans la cavité, le courant va créer un 
arc entre l’électrode A et l’électrode B. L’énergie est acheminée jusqu’à la cathode grâce à 
une ligne de transmission. A ce niveau, un vide secondaire est créé afin de favoriser l’émission 
des électrons et d’éviter toutes interactions des électrons avec les molécules de l’air. C’est 
seulement à ce stade que les électrons sont extraits et accélérés avec une certaine vitesse. 
Cette dernière va leur permettre de traverser une fine feuille métallique (anode). L’épaisseur 
de la feuille permet de maintenir la différence de pression entre la diode sous vide et la zone 
de traitement qui est à la pression atmosphérique. Les électrons ainsi émis vont venir percuter 
le produit situé sous la fenêtre et interagir avec les microorganismes présents sur le produit. 

 
Figure 25 : Eclateur sous 12 bars d'azote. 

 

La Figure 26 résume les différentes parties du générateur. Une photo du système est 
également présentée en Figure 27. 

 



 
54 

 
Figure 26 : Schéma des différentes parties constituant le générateur de faisceau d'électrons. Les points de mesure sont 

indiqués en vert avec Ud pour la tension mesurée au niveau de la diode et Id, le courant au niveau de la diode. 

 

 
Figure 27 : Photo de l'équipement de stérilisation par faisceau d'électrons. 

 



 
55 

1.3. Les décharges électriques 
 

1.3.1. Introduction 
 

Les décharges électriques avec la création d’un arc peuvent se faire dans différents milieux : 
gazeux ou liquide. Dans le cadre de cette étude, les décharges se font dans un milieu liquide, 
en l’occurrence de l’eau. 

En fonction du type de milieu dans lequel la décharge a lieu, la tenue en tension sera 
différente. La résistance électrique est une grandeur exprimant la difficulté du mouvement 
des charges dans un conducteur. L’application d’une forte énergie électrique initie un 
mouvement important des particules chargées qui vont entrer en collision. Une décharge 
électrique dans un milieu aqueux ne se réfléchit pas de la même manière que dans un gaz. Il 
y a au moins trois facteurs principaux distinguant la phase liquide de la phase gazeuse. Le 
premier est la proximité des molécules plus importante dans une phase liquide qui augmente 
considérablement la fréquence de collision et donc induit une faible mobilité des particules 
chargées. Le deuxième problème apparaissant dans les solutions aqueuses vient du fait que 
les molécules d’eau ont une forte polarité et une force diélectrique favorisant le 
déclanchement de la décharge. Ces propriétés conduisent à la création de moment dipolaire 
dans le champ électrique et causent une zone inhomogène à proximité des électrodes. Le 
troisième facteur influençant la création d’une décharge dans la phase liquide est la présence 
d'ions et leur mobilité différente dans une solution. 

Afin de palier à ces problèmes, il est possible de jouer sur la distance inter-électrode. Une 
augmentation de cette distance va conduire à une augmentation de la tension de claquage 
[22]. 

 

1.3.2. Principe des décharges électriques 
 

La génération d’une décharge électrique 
 

La décharge dans l’eau se fait en 3 étapes : 

1) Un faible courant circule entre les électrodes jusqu’à ce que l’eau devienne 
conductrice. L’eau est chauffée petit à petit par effet Joule, WJoule α I²Rt ou U²t/R avec 
W, l’énergie dissipée sous forme de chaleur (J) ; I, le courant (A) ; R, la résistance de 
l’eau (Ω) ; t, le temps (s) et U, la tension (V). A cette étape, aucune bulle, couronne ou 
étincelle n’est observée. 

2) Quand la tension de décharge augmente, une énergie plus importante est appliquée 
au milieu et l’eau commence à s’évaporer. Des microbulles sont formées autour des 
électrodes. Le champ électrique élevé E, (calculé avec E=V/d avec V, la tension de 
décharge (kV) et d, la distance par rapport au référentiel (cm)) introduit d’abord de 
petites décharges dans les microbulles. A ce stade, le champ électrique n’est pas assez 
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élevé pour causer une rupture électrique dans l’eau. Donc, il n’y a pas de lumière ou 
d’étincelles créées entre les électrodes. 

3) L’arc de décharge est initié quand la tension de décharge atteint le seuil d’arrachement 
des électrons [95] (Figure 28). 

 

 
Figure 28 : Principe de création d'une décharge électrique dans de l'eau (inspiré de [95]). 

HV électrode : électrode sous haute tension. 

 
Une forte tension de décharge (15-25 kV DC) à travers une paire d’électrodes immergées dans 
l’eau crée une bulle de plasma de haute pression qui s’expand supersoniquement à travers le 
fluide alentour produisant une onde de choc sphérique. Contrairement aux ultrasons, les 
décharges d’ondes de choc sous l’eau, administrées avec une faible fréquence de répétition, 
ne génèrent pas de chaleur dans le milieu. 
 
Les ondes de choc sont des ondes de pression qui peuvent atteindre chacune 1000 bars en 
quelques centaines de nanosecondes. Le retour à 1 bar se fait en quelques millisecondes. 
Quand une onde de choc est réfléchie par une surface avec une impédance acoustique très 
différente du fluide (ex : air, métal), une onde de pression est produite. Cette dernière peut 
causer des effets de cavitation et avoir un potentiel perturbateur important aux interfaces 
[96]. Le changement brusque de pression engendrée par l’onde de choc est la raison de la 
génération de cavitations [97]. 

 

Les phénomènes induits par la décharge électrique 
 

Lors d’une décharge électrique dans l’eau, différents phénomènes physiques sont engendrés. 
La création d’un arc électrique dans l’eau va induire une augmentation ponctuelle de la 
température jusqu’à des températures de 5000 K [98]. La cavitation acoustique créée est un 
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phénomène qui dépend principalement de la pression du milieu, de l’occurrence des 
microbulles dans le liquide et de la présence d’une interface liquide/air dans l’échantillon [99]. 
De plus, pendant la création de l’arc, un plasma se produit générant des radiations UV ainsi 
que des espèces réactives [100]. Le spectre UV créé par la décharge haute-tension sous l’eau 
a un pic entre 55 et 150 nm [99]. Les radiations UV sont l’un des agents de désinfection les 
plus efficaces induits par la décharge électrique ainsi que les espèces réactives [17,101,102]. 
La majorité des espèces créées sont, dans l’ordre, les radicaux hydrogène (•H), puis, oxygène 
(•O) et le radical hydroxyle (•OH) [95]. 
Les différents phénomènes induits par la décharge électrique dans l’eau sont résumés dans la 
Figure 29, leurs effets sur les cellules seront détaillés dans un prochain paragraphe. 

 

 
Figure 29 : Mécanismes opérant lors de la génération d'un arc électrique dans l'eau, d’après [103]. 

 

1.3.3. Effets sur les microorganismes 
 

Souches 
 

L’efficacité du traitement est dépendante de la taille et de la composition de l’enveloppe des 
bactéries. 

En effet, plus les cellules ont une taille importante, plus elles sont sensibles aux phénomènes 
d’ultrasons, et donc de cavitation. Ainsi, les bactéries sous forme de bacilles ont une résistance 
moins importante à ce type de traitement que les coques [104]. 

En plus de la forme des bactéries, la structure de leur membrane est importante. Les bactéries 
Gram négatives sont plus sensibles à cause de la finesse de leur membrane de peptidoglycane. 
Un lien a été établi entre la résistance des bactéries et le degré de réticulation de leur couche 
de peptidoglycane. Puisque la couche de peptidoglycane dans les membranes des Gram 
négatives est beaucoup plus mince, même si la réticulation est très importante, leur résistance 
à des stress mécaniques est plus faible [104–106]. Par exemple, pour stériliser un milieu 
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contenant Escherichia coli (Gram négative), il faut quasiment 2 fois moins d’énergie que pour 
Bacillus atrophaeus (Gram positive) [107]. 

Il existe également des différences d’efficacité de traitement en fonction de la phase de 
croissance des bactéries. Des expériences ont été menées sur des bactéries en phase 
exponentielle de croissance et en phase stationnaire. Ces expériences ont été faites sur la 
souche de référence Escherichia coli et ont montré qu’en phase stationnaire, E. coli est plus 
résistante à des phénomènes comme les UV ou les fortes pressions. Ces constatations 
suggèrent que, pendant la phase stationnaire, le taux de réplication de l’ADN est diminué ce 
qui laisse plus de temps aux mécanismes de réparation de l’ADN de se mettre en place ou qu’il 
y aurait une sur-régulation des mécanismes de réparation de l’ADN pendant cette phase 
[108,109]. 

Enfin, des études menées sur les spores bactériennes ont prouvé que les bactéries sous forme 
sporulée sont moins sensibles à des phénomènes comme la pression hydrostatique ou les 
ultrasons. 

 

Efficacité 
 

Si l’efficacité d’éradication dépend de la souche sélectionnée, il est également important de 
connaitre les paramètres qui vont influencer le taux de mortalité du microorganisme choisi 
comme référence, à savoir : 

- l’énergie délivrée au niveau de la cuve de traitement 
- le nombre d’impulsions appliquées 
- les caractéristiques du milieu (volume, présence d’interface, …) 
- les phénomènes créés lors de la décharge. 

Tout d’abord, une augmentation de l’énergie va permettre d’augmenter de manière 
exponentielle l’efficacité bactéricide du traitement [110]. Cependant, le seuil de tension (kV) 
avant d’avoir un effet sur les microorganismes est d’autant plus long que l’écartement des 
électrodes est important. La Figure 30 confirme que l’augmentation de l’énergie permet 
d’améliorer l’efficacité jusqu’à atteindre un plateau. Comme la consommation énergétique 
augmente avec la tension au carré, il est important de connaitre ce plateau pour proposer un 
système n’ayant pas une tension trop élevée [111]. 
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Figure 30 : Effet de la tension et de la distance inter-électrode(s) sur l'effet bactéricide sur Escherichia coli B17 dans un 

volume d'eau de 1,2 L, d’après [111]. La variable ‘s’ désigne la distance inter-électrode en mm. 

 

Il n’est donc pas forcément utile d’augmenter l’énergie si une efficacité plus importante est 
recherchée. 

Une augmentation du nombre d’impulsions permet également d’avoir un effet bactéricide 
plus important [110]. En contrepartie, la durée du traitement est plus importante. Si ce 
paramètre ne peut pas être modifié, il est nécessaire d’augmenter la fréquence de répétition 
des impulsions. Dans ce cas, les ondes de choc générées sont moins violentes mais la quantité 
d’espèces chimiques produites est plus importante [112]. Or, les radiations produites 
contribuent de manière significative à la réduction de la viabilité [97]. D’autres recherches ont 
montré une importante diminution du nombre de bactéries avec des pressions plus faibles. 
Ces résultats laissent entendre que la mortalité n’est pas purement dépendante de la pression 
mais probablement d’autres facteurs comme le degré de répétition des chocs et l’exposition 
aux UV [113]. Par conséquent, il peut être intéressant d’augmenter la fréquence de répétition 
des impulsions pour améliorer l’efficacité. 

L’environnement dans lequel se trouvent les bactéries a un effet sur ces dernières. Par 
exemple, plus le volume à traiter est important, plus l’efficacité sera faible [110]. De plus, suite 
à une décharge électrique dans l’eau, l’onde de choc produit une cavitation acoustique, un 
phénomène bactéricide qui dépend de la pression du milieu, du nombre de microbulles dans 
le liquide et de la présence d’interface liquide/air [97]. Un autre point à ne pas négliger est la 
turbidité du milieu. En effet, au moment de la décharge, des radiations UV sont produites. Or, 
ces rayonnements sont moins efficaces voire inefficaces quand le milieu est trouble ou coloré 
[112]. 

La matière dans laquelle sont faites les électrodes est également un paramètre important. Des 
expériences ont été menées et ont montré que les décharges avec des électrodes contenant 
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du cuivre (cuivre-tungstène, cuivre, laiton) et de l’argent donnent une meilleure activité 
bactéricide qui augmente avec le nombre d’impulsion. L’effet bactéricide d’un traitement avec 
des électrodes de fer, acier, aluminium et platine est faible [114]. 

En dernier lieu, les différents phénomènes intervenant suite à la création de la décharge 
électrique sont plus ou moins efficaces sur les bactéries. Les résultats montrent que la 
variation de pression, la création de cavitation par l’onde de choc et la radiation résultant de 
l’étincelle générant l’onde de choc influent significativement sur la diminution de la viabilité 
des microorganismes. La décharge électrique produit de la lumière visible intense et des UV 
qui peuvent contribuer à la mort des microorganismes. L’effet bactéricide des ondes de choc 
dépend de différents paramètres (radiation, cavitation, nombre d’impulsions, phase de 
croissance des microorganismes) qui peuvent varier en fonction de la souche [97]. Dans le cas 
des arcs, les bactéries sont majoritairement endommagées par les ondes de choc et les 
radiations UV [101]. Cependant, il peut y avoir des phénomènes complémentaires qui 
permettent d’augmenter l’efficacité en fonctionnant en symbiose. Par exemple, les 
cavitations ultrasoniques augmentent les performances biocides des UV [112]. Enfin, il 
semblerait que l’amplitude de pression de l’onde de choc appliquée n’est pas un facteur 
significatif pour l’efficacité [99,115]. Mais, le choc acoustique et l’onde de choc générés 
facilitent le mélange de l’eau à traiter et délivrent les espèces chimiques réactives dans tout 
le système à traiter [102]. 

En conclusion, certains phénomènes produits par la décharge électrique dans l’eau vont être 
majoritairement responsables de la mortalité des microorganismes, comme les UV et les 
espèces chimiques réactives. Cependant, les autres phénomènes minoritaires ou inefficaces 
vont permettent d’améliorer cette efficacité en permettant notamment une meilleure diffusion 
des espèces chimiques créées. 

 

Il est difficile d’isoler les différents phénomènes les uns des autres afin de connaitre leurs 
effets respectifs sur les bactéries. Cependant, l’effet de chaque phénomène pris 
individuellement est connu. 
 

Effet de la pression 
 

Pour caractériser l’effet de l’onde de pression sur les bactéries, une observation avec un 
microscope électronique est effectuée par Marìa Prieto-Calvo et al. en 2014. Les résultats 
montrent que plusieurs modifications structurales ou moléculaires apparaissent après le 
traitement par une forte pression hydrostatique (300 et 600 MPa). Un gonflement de la 
cellule, une altération de la membrane, une dénaturation du matériel génétique et des 
protéines ainsi qu’un relargage des composés intracellulaires sont observés. Il a été confirmé 
par l’utilisation de l’iodure de propidium que les membranes externes et internes sont 
modifiées par le traitement [98]. 

D’autres études ont porté sur l’effet de la pression sur les bactéries en prenant en 
considération leur phase de croissance ainsi que la forme sous laquelle elles se trouvent 
(végétatives ou sporulées). En phase exponentielle de croissance, la mortalité des bactéries 
est due à une perte de l’intégrité membranaire. Si les bactéries sont soumises aux mêmes 
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conditions de pression alors qu’elles se trouvent en phase stationnaire, l’intégrité de la 
membrane est également affectée. Cependant, la perméabilisation de la membrane est 
réversible pour certaines souches. Lorsque la pression n’est plus appliquée sur la bactérie, 
cette dernière redevient imperméable. Par conséquent, le mécanisme responsable de la mort 
des bactéries sous forme stationnaire est plus compliqué. Il est supposé que lorsque la 
membrane retrouve son état initial, la bactérie a perdu des fonctions vitales comme celles 
concernant les flux d’ions ou la conservation de l’énergie. De plus, la proportion entre les 
acides gras insaturés et saturés modifie la fluidité de la membrane. Plus la membrane est 
fluide, plus la résistance à la pression est importante [109,116]. 

Enfin, avant l’inactivation, la pression hydrostatique initie la germination des spores de 
Bacillus pumilus. La réponse des spores face à la pression est indépendante du type de 
contenant ou de la méthode utilisée pour transmettre la pression. Sous pression 
hydrostatique, la physiologie des spores change. Pour Bacillus pumilus, la transformation 
semble se produire à partir de 500 atmosphères : l’activité métabolique commence et le 
procédé devient irréversible [117]. 

 

Effet de la cavitation 
 

Le phénomène de cavitation 
 

Le phénomène de cavitation a été caractérisé par Sirs John Thornycroft et Sidney Barnaby en 
1985 avec l’observation des hélices d’un bateau dont l’usure était très rapide ce qui rendait 
ces dernières inefficaces. En bout de pale, la vitesse est tellement importante que la pression 
chute énormément. Les molécules d’eau vont ainsi se dissiper et des microbulles vont 
apparaitre. Le diagramme de changement d’état de l’eau (Figure 31) permet de comprendre 
ces changements d’état. 

 

 
Figure 31 : Diagramme de changement d'état de l'eau avec en abscisse la température (T) et en ordonnée la pression (P). Tr 

désigne le point triple et C, le point critique. 
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Une fois les bulles formées, elles vont s’effondrer sur elles-mêmes en libérant localement 
beaucoup d’énergie. Cet effondrement cavitationnel à proximité d’un métal va conduire in 
fine à son érosion [118]. La Figure 32 représente l’effondrement de la bulle d’eau. 

 

 
 

Figure 32 : Phénomène de cavitation d'une bulle d'eau, d’après [119]. 

Il existe deux manières de créer de la cavitation : avec la circulation d’un fluide (cavitation 
hydrodynamique) ou avec les ultrasons (cavitation acoustique). Dans le cas de la décharge 
électrique, nous nous rapprochons d’une cavitation de type acoustique. L’effet de ce type de 
cavitation sur les bactéries va être présenté par la suite. 

 

Effet de la cavitation sur les bactéries 
 

En solution aqueuse, le phénomène de cavitation conduit à la création de contraintes de 
cisaillement importantes. Ces dernières vont venir endommager la paroi des cellules des 
microorganismes en créant des cassures au niveau des liaisons chimiques présentes dans la 
paroi et la membrane des cellules. Ces dommages vont conduire à la libération des composés 
intracellulaires, des enzymes, des polysaccharides et des polymères dans l’environnement 
[120]. En plus des modifications structurales des cellules induites directement par la 
cavitation, des effets secondaires peuvent expliquer l’effet bactéricide de ce type de 
phénomène. Localement, une augmentation de la température (de l’ordre de 5000 K) pendant 
quelques microsecondes ainsi que de la pression (~500 atm) conduisent à la production de 
radicaux libres (HO•, HO2•, H• et O•) [15,104,121]. Suite à la production de cavitation 
acoustique, les effets physiques, mécaniques et chimiques inactivent les bactéries et 
permettent également leur désagglomération. Les différences de pression au sein du fluide 
issues de l’éclatement des bulles conduisent à des dommages aux niveaux des bactéries en 
créant des cassures au niveau des liaisons chimiques. Cependant, pour avoir un effet, il faut 
que ce gradient se trouve à proximité des parois cellulaires. Les forces de cisaillement induites 
par une température élevée localement surviennent à l’intérieur des bactéries et peuvent 
mener à la modification de la paroi cellulaire, une perte du matériel cellulaire et une 
perturbation de la synthèse protéique. Le gradient de pression et les forces de cisaillement 
sont très localisés et il faut que les cellules se trouvent à proximité de ces phénomènes pour 
qu’elles soient éliminées. Un dernier phénomène qui peut se diffuser à travers l’échantillon 
est l’oxydation chimique avec la production de radicaux libres très oxydants. Ces radicaux 
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agissent au niveau de la paroi des bactéries en modifiant les structures chimiques jusqu’à 
affaiblir la paroi au point de la désintégrer [15,106,119]. 

Certaines hypothèses laissent entendre que la cavitation permettrait d’augmenter l’efficacité 
des radicaux libres en perméabilisant la paroi bactérienne. Les radicaux pourraient ainsi plus 
facilement pénétrer dans l’espace intracellulaire et interagir avec les biomolécules [106]. La 
Figure 33 résume les différents phénomènes qui viennent d’être exposés. 

 

 
Figure 33 : Représentation des différents phénomènes apparaissant suite au phénomène de cavitation, d’après [15]. 

 
Effet des UV 
 

Les rayonnements ultraviolets (UV) 
 

Les UV ont été découverts en 1801 par le physicien allemand Johann Wilhelm Ritter. Les 
rayonnements UV sont des rayonnements non-ionisants et électromagnétiques. Leur 
longueur d’onde se situe juste en dessous de celle de la lumière visible et particulièrement de 
celle du violet, d’où le nom donné, ultraviolet. Il existe différentes catégories : les UV-A, les 
UV-B et les UV-C. La distinction entre ces trois types de rayonnement se fait au niveau de la 
longueur d’onde : 

- UV-A : 400-315 nm 
- UV-B : 315-280 nm 
- UV-C : 280-100 nm. 

Plus la longueur d’onde est faible, plus la fréquence du rayonnement est importante et moins 
les UV vont être pénétrants. Ces paramètres déterminent la nocivité du rayonnement, les UV-
C sont plus nocifs que les UV-B qui sont plus nocifs que les UV-A. En effet, plus la longueur 
d’onde est faible, plus le rayonnement est énergétique, comme le montre la relation de 
Planck-Einstein (équation 4). 
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E = h. ν (équation 4) 

 
Avec  E : énergie de photon en Joule 

h : constante de Planck en J.s 
ν : fréquence de l’onde électromagnétique en Hertz 

 

Effet des UV sur les bactéries 
 

L’application de rayonnements UV sur des cellules a plusieurs conséquences. Tout d’abord, 
une réduction de la croissance est observée. Des dommages au niveau des protéines, des 
lipides, de l’ADN, une réduction de la synthèse de l’Adénosine TriPhosphate (ATP) et de 
l’activité nitrogénase expliquent cette constatation. Il peut également apparaitre de nouvelles 
liaisons entre l’ADN et l’Acide RiboNucléique messager (ARNm) mais également entre l’ADN et 
une protéine [111,122]. 
Les longueurs d’onde émises lors de la création d’une décharge électrique dans l’eau se 
trouvent dans la catégorie des UV-C. Le principal effet de ce type de rayonnement est la 
création de modifications au niveau de l’ADN qui peuvent conduire à la mort bactérienne ou 
à des mutations. Les UV vont exciter les électrons de l’ADN, notamment, et conduire à la 
formation de liaisons entre les pyrimidines (principalement les thymines). Ces dimères de 
pyrimidine vont changer la structure de l’ADN au sein de la cellule ce qui peut perturber sa 
réplication. Les cellules vont essayer de réparer ce mésappariement avant la réplication mais 
ce mécanisme peut avoir comme conséquence la création de mutation. Au moment de la 
réplication, si la mutation apparait sur un gène codant pour une protéine jouant un rôle dans 
la survie de la cellule, cette modification peut être létale [123,124]. 
Enfin, les UV induisent la production d’espèces réactives par interaction avec les molécules de 
l’eau, constituant principale des bactéries [79]. 

 

Effet des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
 

Il est important de rappeler que les ROS se trouvent naturellement présentes dans les 
bactéries. En effet, les bactéries aérobies utilisent l’oxygène pour leur respiration ou 
l’oxydation des nutriments pour obtenir de l’énergie. Les ROS sont nécessaires dans de 
nombreuses fonctions physiologiques que ce soit au sein de la cellule (l’apoptose, l’expression 
des gènes et l’activation des cascades de signalisation) ou pour se défendre contre des 
attaques extérieures en relargant ces espèces dans le milieu. Il est cependant vital de garder 
un équilibre. En effet, une trop forte concentration en ROS cause un stress oxydatif et a des 
effets létaux. Le stress oxydatif survient quand la quantité d’agents oxydants est supérieure 
aux agents non-oxydants. Cependant, la cellule bactérienne possède des biomolécules lui 
permettant d’inhiber l’action des ROS : les enzymes comme la catalase et la superoxyde 
dismutase, de plus petites molécules comme la thiorédoxine ou la glutarédoxine et des 
molécules comme le glutathion. La réponse au stress oxydatif est contrôlée par deux 
régulateurs de transcription principaux (OxyR et SoxRS) [125]. 
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Définition des ROS 
 

Avant de voir les effets des ROS sur les macromolécules, il est important de comprendre ce 
que sont ces espèces. Pour cela, il faut se pencher sur l’organisation des électrons dans les 
orbitales de l’atome d’oxygène. Cet atome possède 8 électrons et a la capacité de se lier à 
d’autres atomes en créant des liaisons covalentes. L’oxygène peut partager au maximum deux 
électrons avec un autre atome pour créer ces liaisons. Cependant, il peut arriver que lors d’un 
apport d’énergie important ces liaisons soient rompues. La Figure 34 montre les différents 
états dans lequel l’oxygène peut se trouver. Les trois molécules de droite sont des ROS. Dans 
ces configurations, la molécule n’est pas stable. En effet, le nombre d’électrons dans ses 
couches (représenté par une flèche) est différent de celui de l’état stable ou alors les électrons 
ne remplissent pas au maximum les cases quantiques (représentées par un trait horizontal). 
Les molécules cherchent toujours à revenir vers leur niveau d’énergie le plus bas et donc le 
plus stable. Par conséquent, les ROS sont très réactives et vont interagir avec les molécules 
présentes dans leur environnement afin de retrouver un état stable [126]. Pour ce faire, les 
radicaux libres vont venir arracher un électron à une molécule stable qui se trouve à proximité. 
La molécule qui vient de perdre un électron va à son tour se trouver dans un état radicalaire 
ce qui conduit à des réactions en chaine. Quand le procédé est lancé, il peut s’en suivre des 
réactions en cascade conduisant à la désintégration des cellules [125]. 

 

 
Figure 34 : Répartition des électrons de l'oxygène en fonction de son état dans les différentes couches électroniques, 

d’après [126]. 

 

Effet des ROS sur les bactéries 
 

De nombreuses études se sont portées sur l’effet des ROS sur les bactéries. Ces espèces 
chimiques, qui sont créées lors d’un apport d’énergie très important (cavitation, forte chaleur, 
pression ou rayonnement), ont un effet bactéricide important de par le caractère oxydant des 
espèces créées. 
Il a été prouvé que la présence de ROS, dans l’environnement de cellules ou au sein des 
cellules, endommage l’ensemble des biomolécules des membranes ou du cytoplasme comme 
les protéines, les lipides, l’ADN ou l’ARN en les oxydant [122]. Si le nombre de radicaux qui 
interagit avec une biomolécule est important, cette dernière peut devenir non-fonctionnelle. 
Les quatre radicaux principaux sont l’ion superoxyde (O2

−•), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), 
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le radical hydroxyle (•OH) et l’oxygène singulet (1O2) mais ils ont un effet cinétique propre. 
L’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène sont moins réactifs que le radical hydroxyle ou 
que l’oxygène singulet. Les deux derniers radicaux ne peuvent pas être inactivés par des 
enzymes, ce qui les rend très toxiques [127,128]. 
L’un des effets de ces espèces au niveau des membranes biologiques est la peroxydation des 
lipides qui fait partie des mécanismes majeurs induit par l’oxydation des membranes 
biologiques. La conséquence de cette modification est la fluidisation de la membrane qui va 
modifier les propriétés de cette dernière et peut conduire à la rupture des liaisons avec les 
protéines membranaires. Le mécanisme permettant l’oxydation des lipides est catalysé par 
les ions Fer dans une réaction similaire à la réaction de Fenton (équation 5) avec le clivage de 
H2O2 (espèce primaire) en •OH (espèce secondaire) par le Fer ionique. Ensuite, le •OH va venir 
arracher des atomes d’oxygènes aux lipides [129]. Ces espèces réactives vont également 
interagir avec les protéines membranaires ou cytoplasmiques et conduire à des mécanismes 
type réticulation mais également avec l’ADN en provoquant la scission de ce dernier [128,130]. 
 

Fe2+ (aq) + H2O2 → Fe3+ (aq) + OH- (aq) + •OH (équation 5) 
 
Les stress oxydatifs n'apparaissent pas si une seule espèce primaire est présente dans un 
système biologique, même à des concentrations élevées. Pour développer des effets 
délétères, une espèce primaire réagit avec une autre ou un ion métallique ce qui donne des 
espèces secondaires hautement réactives [129]. 
 

1.3.4. Comparaison avec d’autres techniques utilisant des décharges électriques 
 

L’application de décharges électriques peut se faire de différentes manières. Elle permet 
notamment de créer des décharges dites corona. Les décharges de type corona se 
caractérisent par un champ électrique local très intense mais insuffisant pour provoquer un 
claquage électrique entre l’électrode au potentiel et une autre électrode. L’application de ce 
type de décharge provoque l'ionisation du milieu au voisinage de l’électrode au potentiel. Il y 
a création d’un plasma entre les deux électrodes. La conséquence de ce type de décharge est 
également de créer des espèces réactives type ROS. 

Des études se sont portées sur l’effet de ce type de décharges sur les microorganismes. La 
publication de Dezest et al. montre que la création de champs électriques très intenses peut 
avoir des conséquences sur le potentiel membranaire d’Escherichia coli ce qui va modifier la 
forme de la bactérie et conduire à la création de pores au niveau de la membrane. La mort 
des bactéries peut être ainsi expliquée par la perte à travers la membrane de composants 
indispensables à la survie de la cellule ou à la modification de gradients chimiques. Il est 
également démontré que des espèces réactives sont créées et peuvent venir oxyder les 
protéines de la bactérie. La composition du gaz employé pour créer le plasma joue un rôle 
important dans l’efficacité bactéricide de par la nature et la concentration des espèces créées 
[131]. Dans ce cas, les décharges ne sont pas délivrées dans l’eau. 

Une autre publication s’est intéressée à l’effet des décharges corona dans l’eau. Les essais ont 
été menés à la fois sur la forme végétative et la forme sporulée de Bacillus subtilis var. niger. 
L’étude a montré que les spores sont plus résistantes mais peuvent être éliminées par le biais 
de cette technique. Ils ont prouvé que la création d’H2O2 est en partie responsable de la 
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viabilité des bactéries. Ce phénomène est encore efficace même une fois le traitement 
terminé. Ils ont également montré que des protéines sont sous- et surexprimées après le 
traitement. Les protéines sous-exprimées sont impliquées dans la production d’ADN et celles 
surexprimées sont des protéines de réponse à un choc thermique. Un autre phénomène est 
également identifié : les ondes de choc qui peuvent également jouer un rôle dans l’éradication 
des spores par cette technique [132]. 

En conclusion, en fonction du type de plasma généré les espèces créées sont différentes et 
l’efficacité également. La manière de délivrer la décharge est également un critère 
déterminant. Enfin, la souche étudiée ainsi que la forme sous laquelle elle se trouve est 
également importante. 
 

1.3.5. Présentation du dispositif expérimental 
 

Le générateur développé dans le cadre de cette thèse crée également des décharges 
électriques dans l’eau mais avec la création d’un arc. La tension délivrée par le générateur est 
d’environ 120 kV. La génération de la forte tension n’utilise pas la même technologie que pour 
les faisceaux d’électrons. Dans ce cas, un générateur de Marx est employé. Le principe de 
fonctionnement de cette technologie est de charger un certain nombre de condensateurs (n) 
en parallèle à une tension V par le biais d’une alimentation haute tension. Ensuite, ces 
condensateurs vont être brusquement déchargés en série grâce à l’utilisation d’éclateurs à air 
(même principe de fonctionnement que l’éclateur à gaz du générateur de faisceau 
d’électrons). En sortie du générateur, la valeur optimale obtenue est de n*V. C’est à ce niveau 
que la suspension bactérienne se trouve. La Figure 35 résume le principe d’un générateur de 
Marx. 

 

 
Figure 35 : Principe d'un générateur de Marx. 

La première étape est de charger en parallèle tous les condensateurs, dans notre cas 5 condensateurs de 0,2 µF, 40 kV. 
Quand la tension atteint le niveau de claquage de l’éclateur à gaz, les condensateurs se déchargent en série et la valeur des 

tensions se somme. Dans notre cas, le Marx utilisé nous permet de multiplier par 5 la tension en entrée. 
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Les autres caractéristiques de l’équipement sont un courant de 8,5 kA, une fréquence de 
répétition des impulsions de 10 Hz et un signal amorti sur 30 µs avec une période de 3,3 µs 
par impulsion. La distance inter-électrode est de 2 mm. Une photo du dispositif expérimental 
est présentée en Figure 36. 

 

 
Figure 36 : Photo de l'équipement de décontamination de l’eau par décharge électrique. 

 

1.4. Conclusion du chapitre 
 

Lorsqu’une évaluation de l’efficacité bactéricide d’une nouvelle technologie doit être faite, il 
faut la réaliser à la fois sur des souches Gram négative et Gram positive et de préférence 
cohérentes avec la technologie employée et avec l’application finale. Dans notre étude, nous 
avons choisi les souches Escherichia coli et Bacillus pumilus. 

Les deux technologies étudiées, les faisceaux d’électrons et les décharges électriques, ont des 
approches de stérilisation/décontamination complètement différentes. Les faisceaux 
d’électrons ne sont pas très pénétrants et ne peuvent donc pas être utilisés sur des gros 
volumes pour traiter de l’eau souillée, par exemple. Les applications possibles, à ces énergies, 
doivent donc se cantonner à de la décontamination de surfaces ou de produits ayant une 
épaisseur relativement faible (de la centaine de micromètres pour des plastiques). Quant aux 
décharges électriques, leur application dans l’eau permet la création de différents 
phénomènes (pression, cavitation, UV et ROS) qui conjointement permettent d’augmenter 
l’efficacité du traitement. Il est donc choisi d’utiliser ce type de technologie pour éliminer des 
bactéries dans un milieu liquide où ces phénomènes pourront, pour certains, diffuser dans le 
milieu et se combiner pour améliorer l’efficacité. 

  

Alimentation HT
30 kV négative

Bac de charge

Générateur de Marx

Cuve de traitement
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Chapitre 2. Matériels et méthodes 
 

2.1. Mesure des signaux de courant et de tension 
 

Avant de commencer les essais sur les bactéries, il est important de connaitre l’énergie et donc 
l’allure des signaux de courant et de tension délivrées par les deux générateurs. 

Pour la mesure de courant, un capteur de Rogowski est utilisé. Il est constitué d’une bobine 
sans noyau magnétique placée autour de la zone de passage du faisceau d’électrons ou du 
câble conduisant le courant vers le générateur de Marx dans le cas des décharges électriques. 
Le champ magnétique produit par le courant induit une tension dans la bobine qui est 
proportionnelle à la vitesse de variation du courant (dI/dt). 

La mesure de tension pour les faisceaux d’électrons se fait à l’aide d’un diviseur capacitif. Ce 
dernier utilise deux capacités, une de faible valeur (C1) et une de forte valeur (C2) permettant 
d’obtenir un bon rapport de division pour avoir une faible tension arrivant au niveau de 
l’oscilloscope. 

 

𝑈𝑈2 =  
𝐶𝐶1

𝐶𝐶1 + 𝐶𝐶2
 𝑈𝑈 (équation 6) 

 

Avec   U2 : tension mesurée à l’oscilloscope en Volt 
C1 : capacité de faible valeur en nanofarad 
C2 : capacité de forte valeur aux bornes de l’oscilloscope en nanofarad 
U : tension délivrée par le générateur en Volt 

 
Pour les décharges électriques, la mesure de tension s’effectue à l’aide d’un diviseur résistif. 
Le principe est le même que pour le diviseur capacitif mais il utilise des résistances pour diviser 
la tension. 
 
Pour le générateur de faisceau d’électrons, les mesures de courant et de tension sont notées 
Id et Ud, respectivement, sur la Figure 26. L’emplacement de ces diagnostiques est indiqué 
par les flèches. 
Pour les décharges électriques dans l’eau, il en est de même comme indiqué Figure 35. 
 

2.2. Mesure de la dose délivrée par le faisceau d’électrons 
 

Dans le cas de la technologie de faisceau d’électrons pulsés, une mesure de dose est effectuée 
afin d’évaluer l’énergie déposée lors du traitement. Les courtes impulsions et le fort courant 
délivré par l’équipement ne permettent pas d’employer n’importe quel moyen de dosimétrie. 
Des dosimètres, dits radiochromiques, ont été choisis. Le principe est que les électrons, en 
déposant de l’énergie dans la matière constituant les films dosimétriques, vont créer un 
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phénomène de réticulation. Le nombre de liaisons engendrées est proportionnel à la dose. 
Dans le cas de cette étude, les dosimètres DOSE READER DR 020 (Crosslinking®) ont été choisis.  
Les films sont constitués de polyvinylbutyral (PVB) avec du cyanure de pararosaniline qui 
réagit aux radiations et change la couleur des films en rose. Un spectromètre (Dose reader 
DR020, Crosslinking®) avec une émission dans le rouge à 635 nm et dans le vert à 565 nm est 
utilisé pour lire la dose après un temps d’incubation de 20 min à 37°C. 

 

2.3. Souches étudiées 
 

2.3.1. Escherichia coli 
 

La souche d’Escherichia coli est issue de la collection ATCC 29425 (LGC Standards). Elle est 
conservée à -80°C dans 30% de glycérol. A partir de cette solution commerciale, une fraction 
aliquote est prélevée avec un cône de P200 et diluée dans 10 mL de milieu LB (Luria-Bertani, 
Sigma) dans un Erlenmeyer de 125 mL. La suspension est cultivée pendant 16 h à 37°C sous 
agitation 200 rpm. Des dilutions jusqu’à 10-7 sont faites et étalées sur boites LB Ф94 mm 
(Greiner bio-one) afin d’obtenir des colonies bien séparées (environ 10 par boite). Les boites 
sont mises à incuber 16 h à 37°C, puis, conservées à 4°C. 

 

2.3.2. Bacillus pumilus 
 

La souche de Bacillus pumilus est issue de la collection ATCC 27142 (LGC Standards) et se 
présente sous forme de spores. Elle est conservée à -80°C dans 15% de glycérol. A partir de 
cette solution commerciale, une fraction aliquote est prélevée avec un cône de P200 et diluée 
dans 10 mL de milieu LB dans un Erlenmeyer de 125 mL. La suspension est cultivée pendant 
16 h à 37°C sous agitation 200 rpm. Des dilutions jusqu’à 10-7 sont faites et étalées sur boites 
LB afin d’obtenir des colonies bien séparées (environ 10 par boite). Les boites sont mises à 
incuber 16 h à 37°C, puis, conservées à 4°C. 

 

2.4. Préparation des suspensions bactériennes 
 

Les formes végétatives sont obtenues grâce à l’ensemencement d’une colonie dans 10 mL de 
milieu LB (Sigma) liquide sans antibiotique. La solution est mise sous agitation à 37°C et 
200 rpm pendant 16 h dans un Erlenmeyer de 125 mL. Cette culture est ensuite concentrée 
10 fois par centrifugation à 10 000 g pendant 5 min, puis, placée à 4°C jusqu’à son utilisation. 

Pour la préparation des spores, une colonie de Bacillus pumilus est cultivée dans 400 mL de 
milieu, Difco Sporulation Medium (DSM) qui favorise le processus de sporulation. Les 
conditions d’incubation sont de 5 jours dans un Erlenmeyer de 2 L et à 37°C et 200 rpm. Les 
bactéries végétatives résiduelles sont éliminées par choc thermique à 80°C pendant 20 min. 
La solution de spores est centrifugée à 10 000 g pendant 5 min. Après élimination du 
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surnageant, le culot est repris dans de l’eau distillée stérile et la suspension conservée à 4°C 
jusqu’à son utilisation. Avant toute utilisation, la suspension est soumise de nouveau au choc 
thermique à 80°C pendant 10 min. 

 

Tableau 3 : Composition du milieu DSM 

Composé Concentration 

Difco Nutrient Broth (Difco) 8 g/L 

MgSO4 100 mM 

KCl 10% 

NaOH 1 M 

Ca(NO3)2 1 M 

MnCl2 10 mM 

FeSO4 1 mM 

 

2.5. Caractérisation des souches 
 

2.5.1. Courbe de croissance des bactéries 
 

Les 100 µL de la suspension bactérienne préparée précédemment sont cultivés dans 200 mL 
de milieu LB et mis sous agitation à 37°C dans un Erlenmeyer de 500 mL. Une mesure de la 
DO600 nm est effectuée toutes les 30 min jusqu’à atteindre la phase stationnaire. La vitesse 
spécifique maximale de croissance, µxmax, est déterminée en traçant le logarithme népérien 
de la DO600 nm en fonction du temps (en heure). La valeur de la pente de la droite obtenue, au 
moment de la phase exponentielle de croissance, correspond à µxmax. Ensuite, la 
détermination du temps de génération, G, est obtenue via la formule suivante : 

 

𝐺𝐺 =
ln(2)
µ𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥𝑥

 (équation 7) 

 

Avec   G : temps de génération en minute 
 µxmax : vitesse spécifique maximale de croissance en min-1 
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2.5.2. Germination des spores 
 

Les 30 µL de la suspension de spores sont ajoutés à 900 µL de milieu LB à 37°C. La solution 
obtenue est mise dans une cuve à spectrophotomètre en PMMA (Brant®) placée à 37°C. Une 
mesure de DO580 nm est effectuée toutes les minutes avec un spectromètre Pharmacia Biotech, 
Novaspec II [133–135]. 

 

2.6. Evaluation de l’efficacité du traitement 
 

2.6.1. Faisceau d’électrons 
 

Deux types de tests sont effectués : en milieu gélosé et en milieu sec. 

Avant tout dépôt, les suspensions de spores de Bacillus pumilus sont incubées à 80°C pendant 
10 min afin d’éliminer les formes végétatives résiduelles. 

Pour les tests en milieu gélosé (milieu Plate Count Agar (PCA) (norme UNE-EN ISO 4833 :2003, 
VWR Chemicals), 100 µL d’une suspension de Escherichia coli ou Bacillus pumilus (forme 
végétative et sporulée) sont étalés au centre de la boite avec un râteau stérile (Heathrow 
Scientific®). La taille du dépôt est de 4 cm par 9 cm. Le faisceau d’électrons n’étant pas 
homogène sur l’ensemble de la fenêtre, la largeur de l’étalement permet de s’assurer d’être 
dans cette zone. 

Pour les tests en milieu sec, sur des boites de Pétri stériles et vides de diamètre 90 mm (greiner 
bio-one), 3 spots de 10 µL de suspension de Bacillus pumilus sporulé sont déposés au centre. 
Les boites sont mises à sécher sous la hotte à flux laminaire. 

La Figure 37 résume les protocoles utilisés avant le traitement des boites. 
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Figure 37 : Schématisation du protocole d'évaluation de l'efficacité du traitement par le faisceau d'électrons. 

 

Pour les boites, différents traitements sont appliqués afin d’évaluer l’influence de la distance 
à la fenêtre d’extraction des électrons et celle de la fréquence de répétition des impulsions. 

Suite au traitement, afin de récupérer les bactéries, les boites gélosées sont grattées avec un 
râteau stérile (Heathrow Scientific®) après l’ajout de 1 mL d’eau PPi (Pour Préparation 
injectable) (action répétée 4 fois) et les spots secs sont grattés avec un coton tige humide, mis 
dans les tubes de dilution de 55 mL (Carl Roth®) contenant 10 mL d’eau PPi stérile puis 
vortexés à 25-30 Hz pendant quelques secondes. 

Des dilutions au 10ème sont effectuées et 100 µL de ces dilutions sont déposés sur les boites 
de Pétri remplies de Plate Count Agar (PCA) (norme UNE-EN ISO 4833 :2003, VWR Chemicals). 

Les boites sont retournées et mises à l’incubateur à 37°C pendant 16 h. Le lendemain, le 
nombre de colonies sur boites est déterminé. 

Le calcul de la diminution logarithmique se fait en utilisant la formule suivante : 

 

Diminution logarithmique = log10(
N0

N
) (équation 8) 

 

Avec  N0 : concentration initiale en UFC/mL 
N : concentration finale en UFC/mL 

 

En parallèle, des mesures pour évaluer la dose délivrée par le générateur sont effectuées à 
l’aide des films 20 µm Crosslinking AB. 

Séchage des spots
sous le PSM

100 µL

10 µL x 3

Etalement sur une zone
de 4 cm x 9 cm

Suspension
bactérienne
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2.6.2. Décharges électriques 
 

La solution de bactérie de Bacillus pumilus sporulée est portée à 80°C pendant 10 min. En 
fonction de l’expérience, un volume de cette solution est mélangé à 8 L d’eau stérile. 

Pour Escherichia coli et la forme végétative de Bacillus pumilus, des boites de Pétri sont 
incubées à 37°C pendant 16 h après dépôt de 100 µL de suspension et étalement avec un 
râteau stérile (Heathrow Scientific®). Deux boites sont utilisées pour préparer la suspension 
par grattage de la surface avec 4 x 1 mL d’eau PPi. 

L’espacement inter-électrode est réglé à 2 mm avec une cale. Le courant de l’alimentation 
haute tension est réglé sur 238 mA afin d’avoir une fréquence de répétition des impulsions de 
10 Hz. 

Le calcul de la diminution logarithmique se fait en utilisant la même formule que celle 
présentée ci-dessus (équation 8). 

 

Dénombrement 
 

Pour cette technologie, il a d’abord été évalué l’efficacité globale de l’ensemble des 
paramètres induits par les décharges électriques dans l’eau (UV, espèces réactives, 
température, onde de choc). 

A travers les essais, différents types de solution sont utilisés : 

- Eau distillée filtrée à 0,2 µm 
- Eau du robinet laissée 24 h à température ambiante pour éliminer les composés 

chlorés actifs, puis, filtrée à 0,2 µm. 

Dans un second temps, les deux paramètres principalement responsables de l’inactivation 
bactérienne sont testés selon deux approches : 

- Pour les espèces réactives, une solution contenant du pyruvate (GibcoTM) 1 mM 
(dilution au 100ème) est préparée dans le but de voir la différence d’efficacité par 
rapport à une solution d’eau distillée seule. Le pyruvate est connu pour son rôle de 
protection contre les radicaux d’oxygène et son effet antioxydant [136]. L’approche 
est donc de voir l’efficacité du traitement quand l’effet bactéricide des espèces 
réactives est limité. 

- Pour les UV, une solution de bactéries à DO600 nm 0,05 est déposée dans une cuvette 
en Quartz de dimension effective (qui voit le faisceau) 3,85 cm x 1 cm x 1 cm. En 
parallèle, une mesure de la quantité de photons émise est effectuée en utilisant une 
solution de 0,006 M d’actinomètre (voir protocole ci-dessous ‘Mesure de la quantité 
d’UV émise’). Le chemin que peuvent parcourir les UV dans cette solution est de 2 cm, 
d’après Edebo et al. [100]. Dans notre cas, les UV qui vont traverser la cuvette ne vont 
parcourir que 1 cm (largeur de la cuvette). Dans le but de capter un maximum d’UV 
émis, il a été décidé de placer, à l’opposé de l’arrivée des UV dans la cuvette, du papier 
aluminium (Figure 38). En effet, ce matériau a un pouvoir réflecteur vis-à-vis des UV 
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important (73-90%) [137,138]. Une partie des UV va donc être réfléchie dans la cuvette 
ce qui améliore ainsi la quantité d’UV captée par la solution. Pour être dans les mêmes 
conditions pour la cuve contenant la solution bactérienne du papier d’aluminium est 
également ajouté. 

 

 
Figure 38 : Schématisation de l'expérience avec l'utilisation du papier d'aluminium pour réfléchir les UV émis. 

 

Des tubes à essais de 2,5 mL sont bouchés avec du coton cardé et du papier aluminium. Ils 
sont mis à l’étuve à 180°C pendant une heure. Quand les tubes sont redescendus à 
température ambiante, 900 µL d’eau PPi stérile sont ajoutés.  

Des dilutions au 10ème sont effectuées et 100 µL de ces dilutions sont déposés sur les boites 
de Pétri. Des boites de Pétri remplies de PCA (norme UNE-EN ISO 4833 : 2003, VWR Chemicals) 
sont utilisées. 

Les boites sont retournées et mises à l’incubateur à 37°C pendant 16 h. Le lendemain, le 
nombre de colonies sur boites est compté. 

 

Mesure de la quantité de peroxyde d’hydrogène créée 
 

Différents milieux vont être testés pour déterminer l’impact du milieu sur la quantité de 
peroxyde d’hydrogène présente dans la solution. Les conditions des essais sont l’application 
de 500 impulsions à 10 Hz dans un volume de 8 L pour l’ensemble des essais. Il est décidé de 
tester la quantité de peroxyde d’hydrogène comme indicateur des espèces réactives de 
l’oxygène. En effet, l’expérience se faisant à l’entreprise, et donc à deux heures du laboratoire 
pour l’analyse, l’espèce la plus stable a été choisie (Figure 39). L’acheminement se fait au froid 
afin de limiter la dégradation éventuelle de l’H2O2. 

 

Papier aluminium Cuvette en Quartz

Masse

2 mm

115,89 mm

Parcours des UV

1 cm
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Radical libre Représentation Temps de demi-vie(s) 
Superoxyde O2

.− 10-6 

Radical hydroxyle OH.  10-9 

Peroxyde d’hydrogène H2 O2 Stable 
Radical peroxyde RCOO.  Secondes 

Hydroperoxyde organique RCOOH Stable 
Oxygène singulet O1

2  10-6 

Ozone O3  Secondes 

Figure 39 :  Temps de demi-vie d'espèces réactives de l'oxygène, d’après [139]. 

 

Les milieux choisis pour les essais sont l’eau du robinet, qui est l’eau qui se trouve dans les 
tours aéroréfrigérantes, l’eau distillée, l’eau distillée avec du pyruvate à 1 mM (le pyruvate 
permet de piéger les espèces réactives) et le surnageant de la suspension se trouvant dans la 
cuvette en Quartz. 

Le kit de dosage du peroxyde d’hydrogène utilisé est le Fluorimetric Hydrogen Peroxide Assay 
Kit (Sigma Aldrich). Il permet le dosage de peroxyde d’hydrogène pour une gamme comprise 
entre 0 et 10 μM. Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle des milieux à tester. 

La lecture des résultats se fait sur une plaque 96 puits au CLARIOstar (BMG LABTECH). 

Les témoins, essais et standards sont analysés en triplicat.  

Dans un premier temps, la gamme est préparée à partir d’une solution de H2O2 à 20 mM. Pour 
préparer cette solution, 22,7 µL de solution à 3% (0,88 M) sont mis dans 977 µL de tampon. 
Les concentrations de la gamme étalon sont les suivantes : 0 ; 0,01 ; 0,03 ; 0,1 ; 0,3 ; 1 ; 3 et 
10 µM. 

50 µL de chaque solution standard sont déposés par puits. 

Ensuite, les échantillons sont préparés. Différentes dilutions sont effectuées afin de s’assurer 
d’être dans la gamme : 1/2 ; 1/5ème ; 1/10ème et 1/100ème. Les dilutions sont effectuées 
directement dans les puits. 
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Le plan des plaques est présenté ci-dessous. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

  A  10 µM  3 µM 1 µM  0,3 µM  
  B 0,1 µM  0,03 µM  0,01 µM  0 µM  

Eau du 
robinet 

T C  [ ]initiale  [ ]initiale/2   [ ]initiale/5    [ ]initiale/10 
E D   [ ]initiale  [ ]initiale/2     [ ]initiale/5   [ ]initiale/10 

Eau 
distillée 

T E   [ ]initiale  [ ]initiale/2     [ ]initiale/5   [ ]initiale/10 
E F   [ ]initiale  [ ]initiale/2     [ ]initiale/5   [ ]initiale/10 

Eau 
distillée et 
pyruvate 1 

mM 

T G   [ ]initiale  [ ]initiale/2     [ ]initiale/5   [ ]initiale/10 

E H   [ ]initiale  [ ]initiale/2     [ ]initiale/5   [ ]initiale/10 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Surnageant 
suspension 

UV 

T A  [ ]initiale   [ ]initiale/2   [ ]initiale/5    [ ]initiale/10 

E B  [ ]initiale   [ ]initiale/2   [ ]initiale/5    [ ]initiale/10 
 T C  [ ]initiale/100  [ ]initiale/100    [ ]initiale/100  [ ]initiale/100 
 E D  [ ]initiale/100  [ ]initiale/100  [ ]initiale/100  [ ]initiale/100 
  

 
Suspension 
surnageant 

UV 

Eau du 
robinet Eau distillée Eau distillée + 

pyruvate 1 mM 

 
Gamme de standards 
Blanc 
Echantillons (T : témoin ; E : essais) 

 
Pour finir, dans chaque puits, 50 µL du mélange de réaction sont ajoutés et mélangés au milieu 
à analyser. La plaque est incubée à température ambiante 30 min à l’abri de la lumière. Après 
incubation, l’intensité de fluorescence avec λexcitation = 540 nm et λémission = 590 nm est mesurée. 

 

Tableau 4 : Composition du mélange de réaction. 

Composé Volume 

Red peroxydase à 1% 75 µL 

Solution de peroxydase 20 U/mL à 4% 300 µL 

Tampon à 5% 7,125 mL 
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La valeur du bruit de fond est celle obtenue avec le standard à 0 µM de H2O2 (blanc). Toutes 
les autres valeurs seront corrigées de cette valeur de bruit de fond.  
 

Mesure de la quantité d’UV émise 
 

L’oxalate de fer est préparé dans le noir. 189,27 g de (COOK)2 est mélangé dans 750 mL d’eau 
distillée pour avoir une concentration de 1,5 M et 60,83 g de FeCl3 est mis dans 250 mL d’eau 
distillée pour avoir une concentration de 1,5 M. Ensuite, 3 volumes de (COOK)2 à 1,5 M est 
ajouté à 1 volume de FeCl3 à 1,5 M. La solution est agitée vigoureusement. Le précipitât doit 
être dissous dans un minimum d’eau chaude et la solution mise au froid (4°C) pour 
cristallisation environ une heure. L’action est répétée deux fois. Les cristaux sont mis à sécher 
au dessiccateur sur la nuit. 

Différentes solutions sont préparées. 
 

Tableau 5 : Composition de la solution A. 

Composé Quantité 

Oxalate de fer 0,2947 g 

Eau distillée 80 mL 

Acide sulfurique 0,5 M 10 mL 

Eau distillée Qsp 100 mL 

 

Tableau 6 : Composition de la solution B. 

Composé Quantité 

1,10-phénanthroline 0,1 g 

Eau distillée 100 mL 

 

Tableau 7 : Composition de la solution C (tampon acétate). 

Composé Quantité 

Acétate de sodium à 0.5 M 31,3 mL 

Solution B 18,75 mL 
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La solution A est l’actinomètre à 0,006 M ce qui signifie que l’oxalate de fer est photosensible. 
L’exposition de ce composé à des photons conduit à la production de Fer II suivant la réaction 
suivante : 
 

½(COO−)2  +  Fe3+  +  photon → CO2  +  Fe2+ 
 
L’ajout de 1,10-phénanthroline (ou orthophenanthroline) permet de former avec le Fer II un 
complexe de couleur orangée dont le pic d’absorption se situe à 510 nm (Figure 40). 
 

 
Figure 40 : Complexe entre le Fer II et 3 molécules de 1,10-phénanthroline. 

 

La solution A est irradiée en remplissant la cuvette en Quartz. Le milieu de traitement est de 
l’eau du robinet, la solution A étant isolée de cette dernière. Différents nombres d’impulsions 
sont appliqués : 100 ; 250 ; 400 et 500 à une fréquence de 10 Hz. Entre chaque séquence de 
tir, 40 µL sont prélevés pour effectuer la mesure. 
 

 
Figure 41 : Schéma de l'expérience avec le positionnement de la cuvette contenant la solution A. 

 

Cuvette en Quartz

Masse

2 mm

115,89 mm
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Les 40 µL de la solution irradiée sont mélangés avec 40 µL de la solution B et 20 µL de la 
solution C. Puis, la solution est diluée dans 900 µL d’eau distillée. Après 30 min à température 
ambiante, l’absorbance à 510 nm est mesurée. Le blanc est constitué de la solution A non 
traitée [100,140]. 

NB : Le temps d’irradiation doit être ajusté pour ne pas avoir plus de 20% des ions fer réduit. 

 

Afin de pouvoir connaitre la quantité de Fer II produite, il est nécessaire d’établir une gamme 
étalon. Le sulfate d’ammonium Fer II est choisi pour réaliser cette gamme. Une solution de 
sulfate d’ammonium Fer II à 1 µmol/mL est préparée. Différentes dilutions sont effectuées et 
40 µL de la solution sont mélangés avec 40 µL de la solution B et 20 µL de la solution C. Puis, 
la solution est diluée dans 900 µL d’eau distillée. Après 30 min à température ambiante et 
dans le noir, l’absorbance à 510 nm est mesurée. 

Le blanc est constitué de 40 µL d’eau distillée, 40 µL de solution B, 20 µL de solution C et 
900 µL d’eau distillée. 

 

2.7. Evaluation de l’efficacité en fonction de la phase de croissance après 
traitement par faisceaux d’électrons 

 

Deux cultures de Bacillus pumilus sont réalisées dans du milieu LB : 

- Phase stationnaire : culture de 16 h à 37°C sous agitation réalisée à partir de 100 µL de 
suspension de spores. Elle est concentrée en centrifugeant 16 mL et en les reprenant 
dans 0,2 mL. 

- Phase exponentielle : culture jusqu’à l’obtention d’une DO600 nm de 0,05 (environ 3,5 h) 
à 37°C sous agitation réalisée à partir de 100 µL de la suspension de spores. Elle est 
concentrée en centrifugeant 64 mL et en les reprenant dans 0,2 mL. 

La suspension est diluée afin d’obtenir une DO600 nm égale à 20. 

Sur géloses PCA, 100 µL de suspension sont déposés. 

Le traitement suivant est appliqué : 1 impulsion à 2 cm de la fenêtre d’irradiation. 

La surface des boites est grattée à l’aide de coton tige humidifié. La solution est récupérée 
dans 1 mL d’eau PPi stérile. Des dilutions au 10ème sont effectuées et 100 µL de ces dilutions 
sont déposées sur géloses PCA. 

Une fois les boites sèches, elles sont retournées et mises à l’incubateur à 37°C pendant 16 h. 

Le lendemain, la diminution logarithmique obtenue est calculée. 

L’expérience est réalisée en triplicat à partir de 3 cultures différentes. 
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2.8. Evaluation de l’efficacité en fonction de l’état de la spore 
 

2.8.1. Faisceaux d’électrons 
 

Après avoir laissé la suspension de spores 10 min à 80°C, 81 µL sont mis dans des tubes Falcon® 
50 mL stériles qsp 2,5 mL de milieu LB à 37°C. Deux états des spores vont être testés : 

1) Spores directement déposées sur boite de Pétri 
2) Spores mis à 37°C pendant 50 min jusqu’à avoir une DO580 nm ~ 50% DO580 nm 

initiale. Cette mesure de DO580 nm permet de s’assurer que la germination des 
spores a été initiée. En effet, lors de la germination des spores, elles vont se 
réhydrater ce qui a certainement pour conséquence de faire baisser la densité 
optique du milieu à cette longueur d’onde [141,142]. 

Les tubes sont centrifugés et les culots resuspendus dans un volume d’eau PPi pour avoir une 
DO600 nm de 20. 

Sur des boites de Pétri stériles, 3 spots de 10 µL de suspension de Bacillus pumilus sporulé 
sont déposés. 

Les boites sont laissées à sécher sous la hotte à flux laminaire. 

Des géloses PCA standardisées sont utilisées (FisherbrandTM). 

Pour les boites préalablement mises à sécher, les traitements suivant sont appliqués : 
3 impulsions à 2 cm de la fenêtre d’irradiation et à 100 Hz. L’expérience est réalisée en triplicat 
à partir de 3 cultures différentes. 

Une fois les boites traitées, les spots sont récupérés avec deux cotons tiges humidifiés et mis 
dans les tubes contenant 1 mL d’eau PPi, puis, ces derniers sont vortexés à 25-30 Hz. 

Des dilutions au 10ème sont effectuées et 100 µL de ces dilutions sont déposés sur géloses PCA. 

Une fois les boites sèches, elles sont retournées et mises à l’incubateur à 37°C pendant 16 h. 

Le lendemain, la diminution logarithmique obtenue est calculée. 

L’expérience est réalisée en triplicat à partir de 3 cultures différentes. 

 

2.8.2. Décharges électriques 
 

A partir de la suspension de spores, des dilutions sont réalisées pour obtenir une DO600 nm 
initiale de 1.  La solution de spores de Bacillus pumilus est placée à 80°C pendant 10 min pour 
éliminer les formes végétatives, puis, mise à 37°C jusqu’à atteindre une DO580 nm égale à la 
moitié de la DO580 nm initiale. Les 30 mL de la solution sont mélangés à 8 L d’eau distillée stérile. 
Le traitement est ensuite appliqué : 500 impulsions à 10 Hz. 

Des géloses PCA standardisées sont utilisées (FisherbrandTM). 
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Des dilutions au 10ème sont effectuées et 100 µL de ces dilutions sont déposées sur géloses 
PCA. 

Une fois les boites sèches, elles sont retournées et mises à l’incubateur à 37°C pendant 16 h. 

Le lendemain, la diminution logarithmique obtenue est calculée. 

L’expérience est réalisée en triplicat à partir de 3 cultures différentes. 

 

2.9. Evaluation de la reprise de croissance après traitement des spores par 
faisceaux d’électrons 

 

Sur des boites de Pétri stériles, 10 spots de 10 µL de suspension de Bacillus pumilus sporulé 
sont déposés. 

Les boites sont laissées à sécher sous la hotte à flux laminaire. Ensuite, les traitements suivant 
sont appliqués : 3 impulsions à 2 cm et 100 Hz. 

Une fois les boites traitées, les spots sont récupérés avec deux cotons tiges humidifiés et mis 
dans les tubes contenant 1 mL d’eau PPi, puis, ces derniers sont vortexés à 25-30 Hz quelques 
secondes. Pour les témoins, 5 µL sont mis dans 200 mL de milieu LB. Pour les boites irradiées, 
1 mL de LB est mis au contact du coton tige ayant récupéré les spots, le tube est vortexé à 
25-30 Hz quelques secondes et l’ensemble de la solution versée dans les 200 mL de LB. 

Une mesure de DO600 nm est effectuée toutes les 60 min (entre 0 et 240 min), puis, toutes les 
30 min (entre 240 et 570 min) afin de déterminer quand a lieu la reprise de croissance. 

 

2.10. Préparation des échantillons pour l’AFM 
 

2.10.1. Principe général de l’AFM 
 

La microscopie à force atomique (AFM) a été inventée en 1986 par Binnig, Quate et Gerber 
[143]. En biologie, l’intérêt de l’AFM est de réaliser des topographies de cellules à l’aide d’une 
pointe qui balaie la surface étudiée et également de révéler des interactions entre l’objet 
étudié et des molécules. L’AFM peut être utilisée pour l’étude du développement tissulaire, 
des métastases tumorales, des infections bactériennes et beaucoup d’autres interrogations 
médicales ou biotechnologiques [144]. La résolution topographique verticale de ce type 
d’équipement est de 0,01 nm [145]. 

Dans notre cas, l’AFM va permettre de faire une observation en condition native des bactéries 
et d’évaluer la rugosité et l’hydrophobicité de la surface des bactéries. Toutes ces 
caractéristiques permettent de savoir si des lésions au niveau de la paroi des bactéries sont 
apparues suite au traitement. 
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Le fonctionnement de l’AFM est basé sur l’utilisation de deux modules : un scanner 
piezoélectrique et un système de détection laser. Le premier module peut bouger selon trois 
axes : x, y et z. L’échantillon est positionné sur ce module. Le système de détection laser est 
composé de plusieurs parties : une source laser, un microlevier sur lequel est fixé la pointe qui 
va venir au contact de l’objet, une photodiode et un ordinateur. Le laser est situé en retrait du 
microlevier et va venir se réfléchir sur ce dernier. Un rayon est alors réfléchi vers la photodiode 
constituée de 4 quadrants. Lorsque la pointe, située sur le microlevier, n’est pas au contact de 
la surface, le laser va être réfléchi au milieu de ces 4 quadrants. Par contre, lorsque le 
microlevier va se déformer au contact de l’échantillon, la torsion et la flexion de ce dernier 
vont dévier le faisceau. La tension renvoyée par la photodiode est alors différente de celle 
renvoyée lorsque le faisceau se situe au centre de la photodiode. Ce sont ces variations de 
tension qui permettent à l’ordinateur d’établir un profil à partir des courbes obtenues 
[143,144]. Les Figure 42 et Figure 43 représentent une schématisation du fonctionnement de 
l’AFM. 

 

 
Figure 42 : Principe général de fonctionnement de l'AFM (inspiré de [143,144]). 

 

 
Figure 43 : Schématisation du mouvement de la pointe lors de son approche et de son éloignement de l'échantillon (JPK 

Instrument, Technical Note). 

 

Les courbes obtenues permettent d’évaluer les forces d’adhésion entre la pointe et 
l’échantillon. C’est le scanner piézoélectrique qui va mettre l’échantillon au contact du 

x 
y 

z 
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microlevier et également les séparer. La pointe réagit différemment en fonction de ses 
interactions avec l’échantillon mais également en fonction de sa position par rapport à l’objet. 
La Figure 44 explique les différentes parties de la courbe de force obtenue [146]. 

 

 
Figure 44 : Courbe de force obtenue par AFM (Biophy Research, La microscopie à force atomique (AFM)). 

 

2.10.2. Réalisation des essais 
 

Les lames en verre (Rogo Sampaic France) utilisées comme support sont rincées à l’éthanol 
70° et séchées à l’azote comprimé pour éliminer les poussières. Elles sont ensuite placées sur 
un plasma de dioxygène pendant 10 min pour désinfecter et augmenter le caractère 
hydrophile. Les bactéries sont immobilisées pendant 1 h sur une lame de verre fonctionnalisée 
avec du polyéthylenimine (PEI) à 0,2% (Sigma Aldrich, France) pour permettre l’adhésion des 
spores. Les lames sont ensuite rincées avec de l’eau distillée et observées sous AFM. Le 
microlevier MLCT (Bruker, Germany) est fonctionnalisé avec du 1-dodécylmercaptane pour 
évaluer l’hydrophobicité. Le souffre du 1-dodécylmercaptane permet d’avoir une liaison forte 
avec l’or constituant la pointe. 

Les mesures d’AFM sont réalisées 24 h après le traitement en mode Quantitative Imaging (QI) 
avec un Nanowizard III (JPK Instruments, Germany) au LAAS-CNRS (Laboratoire d’Analyse et 
d’Architecture des Systèmes). Ce mode permet de mesurer pour chaque pixel la position de 
la pointe. La force appliquée sur la pointe est constante sur toute la surface à mesurer ce qui 
permet d’avoir la topographie de l’objet. Au préalable, la raideur du microlevier est mesurée 
sur une lame de verre lavée à l’éthanol et séchée à l’azote comprimé. Sa valeur se situe autour 
de 0,5 N/m et la force appliquée est de 10 nN. 

Force d’adhésion : F=k.z
k : Rigidité du microlevier

Approche

Décrochage

Contact

Répulsion

Attraction

Déflexion du microlevier
(dz)
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Les valeurs de rugosité arithmétique (nommées Ra) et d’adhésion sont mesurées à l’aide du 
logiciel JPKSPM Data Processing. La Ra correspond à la moyenne des valeurs absolues de la 
hauteur mesurée sur la longueur de base, L.  Dans un premier temps, il faut définir la ligne 
moyenne. Elle coupe la courbe de mesure de hauteur de manière à avoir autant d’aire sous la 
courbe au-dessus et en dessous. Ensuite, la formule suivante est utilisée pour calculer la Ra : 

 

𝑅𝑅𝑅𝑅 =  
1
𝑇𝑇
� |ℎ(𝑥𝑥)|𝑑𝑑𝑥𝑥
𝐿𝐿

0
 (équation 9) 

Avec  Ra : rugosité arithmétique en nm 
L : longueur de base en nm 
h(x) : hauteur en x en nm 

 

La Figure 45 résume le calcul de la rugosité. La ligne nommée distance est également la ligne 
moyenne. 

 
Figure 45 : Explication de la mesure de rugosité. 

 

La mesure d’adhésion est calculée à partir des courbes de force obtenues (Figure 44). 

 

2.11. Observation par MEB et MET 
 

Dans cette étude, deux types de microscopie électronique sont utilisés : la microscopie 
électronique à balayage (MEB) et la microscopie électronique en transmission (MET). En 1942, 
Sworykin et Hillier conçoivent le premier MEB dit moderne car il permet d’observer un 
échantillon massif. Cette technique donne accès à la morphologie de l’objet et à une idée de 
son relief et de sa rugosité (de manière qualitative). La MET a été mise au point en 1931 par 
Max Knoll et Ernst Ruska. Elle permet l’observation d’échantillons fins avec comme 
informations la morphologie (sans relief) et la détermination d’espèces si elles ont des 
densités différentes [147]. Dans notre cas, ces deux technologies sont complémentaires car 
elles permettent, pour l’une, d’observer la paroi de la bactérie et de confirmer les 

Distance

Hauteur mesurée

� ℎ 𝑥𝑥 𝑑𝑑𝑥𝑥
𝐿𝐿

0
ℎ(𝑥𝑥)
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observations faites en AFM (morphologique et rugosité) et, pour l’autre, d’observer 
l’organisation interne de la bactérie. 

 

2.11.1. Principe général de la MEB et de la MET 
 

Contrairement à un microscope optique, la taille des objets pouvant être observée est 
beaucoup plus faible, de 0,1 nm à 100 µm contre 200 nm à 2 mm. L’explication vient du fait 
que le pouvoir séparateur, d, est proportionnel à la longueur d’onde (équation 10) et que la 
longueur d’onde des électrons est inférieure à 0,1 nm contrairement à celle des photons 
(400-800 nm). Le pouvoir séparateur désigne la distance minimale séparant deux points 
perçus comme distinct. 

𝑑𝑑 =  
0,6𝜆𝜆

𝑛𝑛 sin (𝛼𝛼)
 (équation 10) 

Avec  d : pouvoir séparateur en nm 
λ : longueur d’onde en nm 
n : indice de réfraction du milieu 
α : angle maximum d’ouverture en radian. 

 

La MEB et la MET ne fonctionnent pas de la même façon. 

La MEB utilise un canon à électrons de plus faible énergie que la MET, dans notre cas de 
10 keV. A la sortie de ce canon, il est retrouvé un jeu de lentilles condenseurs constituées de 
bobines ainsi qu’un déflecteur d’électrons qui vont permettre de balayer l’ensemble de 
l’échantillon. Ce dernier a subi au préalable un dépôt métallique afin de permettre la création 
d’électrons secondaires lorsque le faisceau va interagir avec l’échantillon. Le platine ou le 
chrome sont couramment utilisés car ils permettent de créer un nombre important 
d’électrons secondaires. Ces derniers vont être captés par un détecteur chargé positivement 
pour attirer un maximum d’électrons. A partir de l’intensité des signaux reçus, une image va 
être reconstituée. La MEB s’apparente donc plus à l’AFM qu’à la microscopie optique car 
l’image obtenue n’est pas une image reconstituée de l’échantillon. 

Par contre, la MET fonctionne sur le même principe que la microscopie optique (ou 
photonique). Il faut considérer que les électrons vont remplacer les photons. Un canon à 
électron va produire un faisceau avec une certaine énergie, 80 keV dans notre cas.  L’énergie 
est plus importante que pour le MEB car il faut que les électrons traversent l’échantillon. Le 
faisceau va passer par une série de lentilles condenseurs qui sont en fait des bobines 
parcourues par un courant électrique. Ces dernières vont produire un champ magnétique qui 
va dévier les électrons lors de leur passage afin de régler la taille et l’angle d’incidence du 
faisceau qui arrive sur l’échantillon. L’échantillon de fine épaisseur (~50 nm) va être traversé 
par le faisceau et conduit à travers différentes lentilles afin de grossir l’image. Un écran 
fluorescent est placé derrière ces lentilles et révèle l’image (comme l’œil du manipulateur qui 
regarde dans son microscope optique). Le contraste obtenu traduit l’absorption des électrons 
dans l’échantillon qui est dépendant de la structure et de la densité de la zone traversée. Plus 
la zone est sombre, plus sa densité est importante. 
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2.11.2. Réalisation des essais 
 

Dans un premier temps, les bactéries ont été fixées avec 2% de glutaraldehyde à 0,1 M dans 
du tampon phosphate Sorensen à pH 7,2. Les échantillons sont ensuite confiés à la plateforme 
CMEAB (Toulouse, France) pour la préparation des échantillons avant l’observation. 

Pour les observations avec le MEB, les images sont visualisées à l’aide d’un microscope 
QuantaTM 250 FEG (FEI, USA) avec une vitesse d’accélération des électrons de 10 keV. 

Pour le calcul des volumes, les mesures sont faites sous Image J à partir des images grossies 
au x 5 000. 

Pour les observations par MET, les échantillons sont observés avec un HT 7700 (Hitachi, USA) 
à 80 keV. 

 

2.12. Evaluation de la perméabilisation de la membrane 
 

Afin d’évaluer la perméabilisation de la membrane, une méthode couramment employée est 
l’utilisation de marqueurs fluorescents. L’avantage de cette technique est qu’elle est simple à 
mettre en œuvre, non invasive et très sensible. Il existe différentes molécules fluorescentes, 
mais la plus couramment employée est l’iodure de propidium (PI). Le PI a un poids moléculaire 
de 668,39 g/mol. Si la membrane est perméabilisée, le PI va pouvoir entrer dans la cellule et 
interagir avec les acides nucléiques. Au contact de ces derniers, son rendement quantique de 
fluorescence est augmenté d’un facteur 20 à 30 [148]. 

Pour chaque échantillon, 100 µL de suspension à DO600 nm de 2 sont utilisés. Un dépôt de 10 
µL de suspension sur lame PEI est effectué afin de fixer les bactéries sur la lame. Les spots sont 
laissés 15 min à température ambiante. Ensuite, les lames sont rincées à l’eau distillée pour 
éliminer les bactéries non fixées. 

Les échantillons sont marqués au PI (Sigma) à 100 µM et laissés à température ambiante 
pendant 5 min. La lame est rincée avec de l’eau et une lamelle est déposée sur la lame. 
L’observation des échantillons immobilisés sur lame PEI est réalisé au microscope inversé 
(LEICA) à l’objectif × 100, zoom × 1,6, sous immersion. L’observation est effectuée à chaque 
fois en contraste de phase avec un temps d’exposition de 50 ms et en fluorescence à l’aide du 
filtre mCherry (540 < λex < 580 ; 600 < λem < 660) avec un temps d’exposition de 200 ms. 

 

2.13. Evaluation de l’intégrité de l’ADN génomique 
 

La taille du génome des bactéries est de l’ordre de la mégabase (Mb). Par conséquent, une 
électrophorèse classique ne permettrait pas de faire migrer un ADN aussi grand. 
L’électrophorèse en champ pulsé (PFGE) est donc utilisée. 

 



 
88 

2.13.1. Principe général de l’électrophorèse en champ pulsé 
 

L’électrophorèse en champ pulsé a été découverte en 1984 par David C. Schwartz et Charles 
R. Cantor [149].  Le principe est le même que pour une électrophorèse classique : les 
fragments d’ADN sont séparés en fonction de leur taille grâce à un gel d’agarose. Les 
fragments de petites tailles migrent plus vite que ceux de grandes tailles. Cependant, 
l’invention vient de l’application d’un champ électrique pulsé. De plus, plusieurs paires 
d’électrodes disposées autour du gel permettent d’appliquer le champ avec un angle pouvant 
aller de 90° à 120°. L’ADN étant très long, il faut qu’il trouve un passage entre les mailles du 
gel. Le changement de direction du champ électrique permet à l’ADN de se réorienter dans le 
sens du nouveau champ. La mobilité étant plus longue pour les fragments de grande taille, 
c’est de cette manière qu’ils seront séparés. Les fragments de plus grande taille se 
retrouveront en haut du gel alors que ceux de plus petite taille se situeront en bas du gel. Un 
dernier paramètre influençant la migration des fragments d’ADN et la résolution du gel est la 
durée de l’impulsion, modulable de 0,1 à 65 000 s [150,151]. La Figure 46 représente le 
principe général de la PFGE (gel d’électrophorèse en champ pulsé). 

 

 

Figure 46 : Principe général de la PFGE. Les flèches en bleu montrent le parcours de l’ADN lors de l’application d’un courant 
entre les paires d’électrodes A-A’ et C-C’. 
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2.13.2. Réalisation des essais 
 

Avant de commencer les essais sur les bactéries, l’activité des endonucléases est testée 
directement sur l’ADN extrait des spores et n’ayant subi aucun traitement ni par les faisceaux 
d’électrons ni par les décharges électriques. Pour l’extraction de l’ADN, le protocole ci-dessous 
est suivi jusqu’à l’étape de rinçage après la digestion par la protéinase K. Les plugs sont alors 
placés sous une lumière UV (λ=254 nm, Spectroline EF-180/FE, Spectronics Corporation, USA) 
pendant 50 s ou dans 1 mL d’une solution de H2O2 (Sigma-Aldrich, France) à 5% pendant 
30 min à température ambiante. Ensuite, les étapes de digestion avec les différentes 
endonucléases sont effectuées. 

- Pour les faisceaux d’électrons, 100 µL d’une suspension de Bacillus pumilus à DO600 nm 

de 20 sont déposés sur gélose PCA. Ensuite, 2 ou 10 impulsions à 100 Hz et 2 cm sont 
appliquées. Pour les spores, plusieurs boites de Pétri stériles et vides contenant 
10 spots de 10 µL de solution de Bacillus pumilus sporulé sont traitées avec 
10 impulsions à 100 Hz et 2 cm. 

- Pour les décharges électriques, dans le cas des bactéries végétatives, le tapis bactérien 
ayant poussé pendant 16 h à 37°C sur gélose PCA est récupéré par ajout de 4 x 1 mL 
d’eau PPi stérile par boite. Deux boites de Pétri sont utilisées par essai. La suspension 
obtenue est ensuite déposée dans 8 L d’eau distillée stérile. Pour les spores 
bactériennes, 40 mL de suspension sont déposés dans 8 L d’eau distillée stérile. Dans 
les deux cas, 500 impulsions sont appliquées avec une fréquence de répétition de 
10 Hz. 

- Pour évaluer l’influence des UV produits par les décharges électriques après 
500 impulsions à 10 Hz sur l’ADN des spores de Bacillus pumilus, 3,6 mL d’une 
suspension à DO600 nm de 0,5 sont placés dans une cuvette en Quartz au-dessus des 
électrodes. Cette opération est répétée 8 fois afin d’avoir suffisamment de matériel 
pour extraire l’ADN. 

Après récupération des échantillons, la suspension est concentrée afin d’obtenir une DO600 nm 
égale à 10.  

1 mL des solutions est récupéré dans des Eppendorf 1,5 mL et centrifugé 5 min à 12 000 g. 

Pour la lyse du manteau, le culot est repris dans 500 µL de solution de dénaturation TUDSE 
préparée extemporanément et incubé 45 min à 37°C. L’opération est répétée deux fois. La 
solution est de nouveau centrifugée pendant 5 min à 12 000 g. Ensuite, les culots sont lavés 
5 fois avec du tampon TES, puis resuspendus dans ce même tampon et placés à 4°C. 

Le lendemain, les tubes sont vortexés puis, une mesure de DO600 nm est effectuée afin d’ajuster 
cette dernière à 3 pour les spores et à 0,5 pour les cellules végétatives dans 1 mL de TES. Les 
tubes sont centrifugés à 12 000 g pendant 5 min et resuspendus dans 200 µL de tampon de 
lyse 2X préparé extemporanément. Immédiatement, un volume identique de CleanCut 
Agarose à 2% est ajouté. Les tubes sont vortexés et 90 µL sont déposés dans les moules à plug. 
Après solidification, les plugs sont déposés dans 1 mL de tampon de lyse 1X et mis à incuber à 
37°C pendant 2 h sous légère agitation. 
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Les plugs sont ensuite rincés avec 1 mL d’eau milli-Q DNases free et mis à incuber sur la nuit à 
50°C dans 1 400 µL de tampon de déprotéinisation. 

Les plugs sont rincés avec du tampon TE à température ambiante sous légère agitation, puis 
avec du tampon TE contenant 1 mM de Pefabloc SC (Roche) (inhibiteur de protéases) à 37°C, 
et deux lavages avec du tampon TE à température ambiante. Le temps d’incubation entre 
chaque lavage est de 1 h. 

Les plugs sont ensuite découpés en bande de 2 mm x 5 mm. 

Le marqueur de taille choisi est Lambda (48,5-1 000 kb ; Bio-Rad) [152,153]. 

Pour les plugs digérés par l’Endonucléase IV, chaque plug est équilibré dans 150 µL de tampon 
NEB 3 1X pendant 30 min à 37°C sous légère agitation. Puis, 150 µL de tampon NEB 3 1X frais 
contenant l’Endonucléase IV à 5 U sont déposés et mis à 37°C pendant 1 h sous légère 
agitation. Pour les plugs digérés avec la T4 Endonucléase V, le tampon utilisé est le tampon T4 
PDG. 

Les plugs non digérés par l’endonucléase sont conservés au frigo jusqu’à leur utilisation. 

Après les digestions, les plugs sont équilibrés dans 150 µL de tampon O 1X (Tampon O 10X 
fournit avec l’enzyme) sous légère agitation pendant 30 min à 37°C. Le tampon est éliminé et 
150 µL de tampon O 1X frais est ajouté avec 15 U de NotI. L’ensemble est mis à 37°C sur la 
nuit sous légère agitation. 

Les plugs sont lavés deux fois dans du tampon TE à température ambiante pendant 1 h. 

Dans les cas de digestion par la Nucléase S1, après la digestion par NotI, les plugs sont lavés 
avec 1 mL d’eau DNase free et équilibrés avec 300 µL de tampon Nucléase S1 1X pendant 
30 min à 37°C sous légère agitation. Le tampon est éliminé. L’ADN est digéré avec 3 U de 
Nucléasse S1 (ThermoScientific) dans 300 µL de tampon Nucléase S1 1X frais pendant 1 h à 
37°C sous légère agitation. Les plugs sont ensuite lavés 4 fois avec 1 mL de tampon TE pendant 
30 min à température ambiante sous légère agitation. 

Les fragments sont ensuite déposés dans les différents puits du gel d’agarose à 1% certifié 
pour les champs pulsés (Bio-Rad). Les plugs sont fixés par l’ajout dans les puits d’agar en 
surfusion (Bio-Rad) jusqu’au remplissage du puits. Le gel est ensuite déposé sur la PFGE au 
contact de 2 L de tampon TAE à 1X. L’électrophorèse CHEF-DR III Chiller System de chez Bio-
Rad est utilisée (Figure 47). Les conditions de migration sont 14°C pendant 18 h à 6 V/cm avec 
une augmentation de la durée des impulsions de 1 à 50 s et un angle de 120°. 

Après les 18 h de migration, le gel est transféré dans un bain de 200 mL de BET à 0,5 µg/mL 
pendant 30 min sous légère agitation à température ambiante. Le gel est ensuite rincé dans 
300 mL d’eau milli-ro et laissé sous légère agitation à température ambiante pendant 40 min. 
La fluorescence est révélée grâce au transilluminateur Gel Doc XR (Bio-Rad). Les images sont 
acquises avec le logiciel Quantity One v.4.6.2 de chez Bio-Rad [152,153] (Figure 48). 
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Figure 47 : Electrophorèse CHEF-DR III Chiller System avec à gauche le système de refroidissement, au centre la cuve 
d’électrophorèse et à droite l’alimentation. 

 

 
Figure 48 : Résumé des différentes étapes de récupération, digestion et migration de l'ADN. 
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2.13.3. Composition des tampons 
 

Tableau 8 : Solution de dénaturation TUDSE 

Composé Concentration finale 

Tris-HCl (pH 8) 50 mM 
EDTA (pH 8) 10 mM 
Urée 8 M 
Dithiothreitol (mis au dernier moment) 50 mM 
Dodécylsulfate de sodium (SDS) 1% 

 

Tableau 9 : Tampon TES 

Composé Concentration finale 

Tris-HCl (pH 8) 10 mM 
EDTA (pH 8) 10 mM 
Na-Cl 150 mM 

 

Tableau 10 : Tampon de lyse 2X 

Composé Concentration finale 

Tris-HCl (pH 8) 50 mM 
EDTA (pH 8) 50 mM 
Tween 20 0,5% 
Triton X-100 0,5% 
Lysozyme (Sigma-Aldrich, France) 4 mg/mL 
RNase A (Euromedex, France) 0,4 mg/mL 

 

Tableau 11 : Tampon de déprotéinisation 

Composé Concentration finale 

Tris-HCl (pH 8) 50 mM 
EDTA (pH 8) 50 mM 
Tween 20 0,5% 
Triton X-100 0,5% 
Guanidine HCl 3 M 
Tween 20 20% 
Protéinase K 1 mg/mL 
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Tableau 12 : Tampon TE 

Composé Concentration 

Tris-HCl (pH 8) 10 mM 
EDTA (pH 8) 1 mM 

 

Tableau 13 : Tampon NEB 3 10X 

Composé Concentration 

Tris-HCl (pH 7,5) 500 mM 

MgCl2 100 mM 
NaCl 1 M 
Dithiothreitol 10 mM 

 

Tableau 14 : Tampon T4 PDG 10X 

Composé Concentration 

Na2HPO4 (pH 7,2) 250 mM 
EDTA 10 mM 
NaCl 1 M 
Dithiothreitol 10 mM 

 

Tableau 15 : Tampon Nucléase S1 5 X 

Composé Concentration 

Acétate de sodium (pH 4,5) 200 mM 
NaCl 1,5 M 
ZnSO4 10 mM 

 

Tableau 16 : Tampon TAE 50X 

Composé Concentration 

Tris base 45 mM 
EDTA (pH 8) 1 mM 

Acide borique 45 mM 
 

Tous les tampons sont filtrés au moyen d’un filtre de porosité 0,20 µm (ClearLine®) ou 
autoclavés si besoin. Ils sont conservés à -20°C sous forme d’aliquots de 1 mL pour les tampons 
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des enzymes ; à 4°C pour les tampons TE et TES et à température ambiante pour le TAE. Les 
autres tampons sont préparés extemporanément. 

 

2.14. Etude des protéines 
 

Les essais pour l’étude des protéines ont été réalisés en triplicat à partir de trois cultures 
différentes. Le traitement qui est appliqué est de 2 ou 10 impulsions à 2 cm et 100 Hz, pour 
les faisceaux d’électrons pour la forme végétative ou la forme sporulée respectivement, et de 
500 impulsions à 10 Hz, pour les décharges électriques. 
Après le traitement, les bactéries sont récupérées et centrifugées à 12 000 g pendant 5 min. 
Le culot est repris dans 200 µL de tampon de lyse (5% SDS, un détergeant, et 2 mM de 
Pefabloc SC (Roche), un inhibiteur des protéases). Le volume centrifugé permet d’avoir, dans 
les 200 µL, une DO600 nm de 20. Les tubes sont mis dans un bain sec à 95°C pendant 5 min pour 
dénaturer les protéines. 

La solution est ensuite transférée dans un nouveau tube. Environ 200 µL de billes de silicate 
de zirconium de 0,1 mm de diamètre (Biospec Products) sont déposés [154]. Les cellules sont 
lysées par sonication au Bioruptor® Plus en effectuant 10 cycles (45 s ‘ON’/15 s ‘OFF’) à 
puissance maximale. Cette opération est répétée 4 fois. Pour les spores, cette étape permet 
de séparer la membrane interne du cortex et la paroi. Pour les bactéries végétatives, elle 
détruit la membrane et la paroi. L’ensemble est ensuite centrifugé pendant 5 min dans une 
microcentrifugeuse à 12 000 g pour éliminer les cellules non lysées. Le surnageant est pipeté. 
Un volume d’environ 100 µL est récupéré. Un dosage des protéines est effectué à l’aide du kit 
DC Protein Assay II (Bio-Rad). Le principe de ce dosage est basé sur la réaction des protéines 
avec une solution alcaline de tartrate de cuivre et un réactif de Folin. Le principe est similaire 
à la méthode de Lowry. La coloration du milieu en fonction de la quantité protéique se fait en 
deux étapes. Dans un premier temps, les protéines se complexent avec les ions cuivre. En 
effet, elles possèdent, en milieu alcalin, 4 liaisons peptidiques permettant de former ce 
complexe. La deuxième étape est la réaction avec le réactif de Folin qui permet la réduction 
des acides aminés aromatiques (tyrosine et tryptophane) conduisant à la formation d’un 
complexe bleu dont l’absorbance se situe entre 650 et 750 nm. Dans notre cas, la mesure 
d’absorbance est réalisée à 700 nm. 
En parallèle, 22 µL de tampon Laëmmli 5X sont ajoutés aux 88 µL d’échantillons restants. Les 
tubes sont mis à 95°C pendant 5 min sous agitation (600 rpm) afin de dénaturer les protéines. 
Les protéines sont conservées à 4°C jusqu’à l’analyse SDS-PAGE et protéomique. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
95 

Tableau 17 : Tampon Laëmmli 5X 

Composé Concentration 

SDS 10% 

Glycérol 50% 

2-mercaptoethanol 25% 

Bleu de bromophénol 0,02% 

Tris-HCl (pH 6,8) 0,3125 M 
 

2.14.1. Analyse SDS-PAGE 
 

Un gel SDS-PAGE est préparé avec un gel de concentration à 4% et un gel de séparation à 12%. 
20 µg des protéines extraites précédemment sont déposées dans les puits. Le marqueur de 
taille est le Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope (Bio-Rad) qui constitue une échelle 
allant de 10 à 250 kDa. Dans le puits, 5 µL du marqueur sont ajoutés. 
La migration s’effectue à 200 V pendant 35 min dans du tampon de migration 1X (TG-SDS 10X, 
EUROMEDEX (référence EU0510-B) dilué 10 fois dans de l’eau milli-Q). Une fois la migration 
terminée, le gel est coloré sur la nuit dans de l’InstantBlueTM (Euromedex) sous agitation à 
température ambiante. Le seuil de détection des protéines avec ce colorant est de 5 ng par 
bande. Avant d’acquérir les images, le gel est lavé dans de l’eau sous agitation. Les images 
sont scannées grâce au ChemiDocTM Touch gel Imaging System (Bio-Rad). 
 

Tableau 18 : Composition des gels pour la SDS-PAGE. 

Composé Gel de séparation 12% Gel de concentration 4% 

Acrylamide/bisacrylamide 40% 
(Euromedex) 3 mL 1 mL 

H2O 4,4 mL 6,4 mL 
Tris 1,5 M 2,5 mL / 
Tris 0,5 M / 2,5 mL 
SDS 10% 100 µL 100 µL 
TEMED 10 µL 10 µL 
Ammonium persulfate 50 µL 50 µL 

 

Tableau 19 : Composition du tampon de migration TG-SDS 10X (Euromedex). 

Composé Concentration 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 0,25 M 
Glycine 1,92 M 
SDS 1% 
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2.14.2. Principe général de l’analyse protéomique 
 

La protéomique est l’étude du protéome (protéines exprimées par le génome). Elle permet la 
caractérisation et la quantification des protéines exprimées par une cellule, un prélèvement 
biologique, un tissu ou un microorganisme. 
Il existe deux stratégies pour l’analyse d’extraits protéiques : 

- Stratégie top-down en MS/MS qui consiste à analyser un mélange de protéines 
intactes sans digestion, puis, à isoler la protéine d’intérêt pour la fragmenter et 
l’analyser. 

- Stratégie bottom-up en MS/MS qui consiste à digérer les protéines avec une enzyme 
(type Trypsine) afin d’obtenir un mélange de peptides. Ces derniers sont séparés en LC 
(Liquid Chromatography) avant d’être injectés dans le spectromètre de masse qui 
génère un spectre de masse où tous les peptides sont présents. Ensuite, le 
spectromètre choisi N ions peptidiques pour les fragmenter et ainsi les identifier. Cette 
méthode est appelée TopN, où N correspond au nombre de spectres MS/MS effectués 
après un scan MS. A partir des peptides identifiés, grâce à des banques de données, 
les protéines sont identifiées en sélectionnant le microorganisme étudié. Chaque 
protéine possède au moins un peptide spécifique (séquence peptidique propre à une 
seule protéine. 

 

2.14.3. Préparation des échantillons avant l’analyse protéomique 
 

La préparation et l’analyse protéomique ont été réalisés à l’IPBS, dans l’équipe ‘Protéomique 
et Spectrométrie de masse des biomolécules’. 

Les échantillons sont repris dans du Laëmmli pour un volume final de 50 µL. La réduction des 
protéines se fait en plaçant l’échantillon dans un Thermomixer réglé sur 95°C. Les tubes sont 
incubés 5 min. Afin d’éviter la reformation des ponts disulfures, une solution d’alkylation 
composée d’Iodoacétamide à 750 mM (alkylation des résidus cystéines) et d’ammonium 
bicarbonate à 50 mM est utilisée. Cette dénaturation des protéines, en supprimant leur 
conformation 3D, favorise leur migration dans un gel de polyacrylamide et leur digestion 
enzymatique. 5 µL de cette solution sont déposées dans les tubes. Si la solution est jaune, il 
faut rajouter un peu d’ammonium bicarbonate à 50 mM pour désacidifier le milieu. Le temps 
d’incubation est de 30 min à l’abri de la lumière. 

En parallèle, un gel stacking est préparé avec un gel de concentration à 4% et un gel de 
séparation à 12%. La composition est la même que pour les gels SDS-PAGE. Le volume préparé 
pour le gel de concentration est juste deux fois plus important. 
La migration s’effectue à 20 mA pendant 10 min, puis, 40 mA jusqu’à ce que les marqueurs de 
taille se séparent sur une distance de 5 mm (environ 30 min de migration) dans du tampon de 
migration. Une fois la migration terminée, le gel est coloré dans de l’InstantBlue sous agitation 
à température ambiante pendant 15 min. Avant de récupérer les bandes, le gel est lavé dans 
de l’eau MilliQ sous agitation. Les bandes sont ensuite excisées, mises dans des tubes 
Eppendorf de 1,5 mL et décolorées grâce à une solution de bicarbonate d’ammonium 25 mM/ 
ACN (Acétonitrile, Optima LC/MS Grade 2,5L, Fischer Scientific) 50/50 pendant 15 min. 
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L’opération est répétée 3 fois. Les bandes sont ensuite séchées au speed-vacuum pendant 
10 min. 
Les protéines sont digérées par la trypsine qui hydrolyse les liaisons peptidiques dans 
lesquelles un acide aminé basique (Lysine ou Arginine) engage sa fonction acide. Pour 
préparer la solution, 20 µg de trypsine sont ajoutés à 1 mL de bicarbonate d’ammonium 
25 mM. Les 60 µL de cette solution sont incorporés dans chaque échantillon afin de recouvrir 
les bandes. La digestion s’effectue sur la nuit à 37°C sous agitation. 
Pour extraire les peptides du gel, les tubes sont mis à centrifuger 5 min avec une centrifugeuse 
de paillasse. Le surnageant est récupéré. Sur le morceau de gel, 50 µL d’une solution de AF 
(acide formique pour spectrométrie de masse, ~98%, Sigma) 1% et ACN 40% sont déposés. Le 
tube est centrifugé pendant 5 min avec une centrifugeuse de paillasse et le surnageant est 
récupéré et ajouté au précédent. Pour finir l’extraction, 10 µL d’une solution AF 1% et ACN 
25% sont ajoutés. Les 25 µL d’ACN 60% sont ajoutés. Le surnageant est rajouté au précédent. 
Pour évaporer les éluats, le tube est mis au SpeedVac. Les échantillons sont conservés à 
-20°C jusqu’à l’analyse en spectrométrie de masse (MS). 
L’extrait peptidique sec est repris dans 14 µL d’une solution 2% ACN/0,05% acide 
trifluoroacétique. Pour l’analyse en MS, 5µl d’extrait peptidique sont injectés et le reste est 
conservé à -20°C. 
Les peptides générés sont ensuite analysés en nanoLC-MS/MS qui utilise un système HPLC en 
nano débit (nanoRS UHPLC system (Dionex, Amsterdam, The Netherlands)) couplé à un 
spectromètre de masse de type LTQ-Orbitrap Velos mass spectrometer (Thermo Fisher 
Scientific, Bremen, Germany).  
 

2.14.4. Extraction et analyse des données 
 

Les listes de protéines ont été obtenues après recherche avec le moteur de recherche Mascot 
dans la banque Bacillus pumilus locale (Bacillus_Pumilus 20170606 (25575 séquences; 
7540378 résidus)). 
 
Deux types d’analyses sont effectués : 
 

1) L’analyse des protéines détectées qui permet de comparer la quantité d’une protéine 
dans l’échantillon témoin par rapport à l’échantillon essai. 

2) L’analyse des peptides spécifiques qui permet de détecter également le ratio entre le 
nombre de peptides détecté dans l’échantillon témoin et celui de l’essai. Le choix des 
peptides spécifiques tient dans le fait que l’on peut remonter directement à la protéine 
impliquée. 

Le détail de ces analyses est décrit ci-dessous. 

1) Les listes de protéines identifiées sont validées par le logiciel Proline. Les protéines 
identifiées avec exactement le même jeu de peptides (samesets) ou avec une partie du même 
jeu de peptides (subsets) sont regroupées sous forme de listes dans des tableaux Excel.  
Les protéines d’un même groupe sont classées selon leur score protéique, leur nombre de 
séquences peptidiques (spécifiques ou non de la protéine), leur nombre de spectres MS/MS 
qui sont les spectres de fragmentation. Seul un membre du groupe est reporté dans la liste 
des protéines identifiées, c’est la protéine de 1er rang. Afin d’augmenter la robustesse des 
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résultats, les listes obtenues sont ensuite filtrées afin de ne valider que les protéines 
identifiées avec au moins 2 peptides et 4 MS/MS. 
 
L’analyse statistique des quantifications est réalisée par un t-test. La p-value est fixée à 0,05. 
C’est-à-dire que -log(p-value) doit être strictement supérieur à 1,3 pour être considéré comme 
une différence significative. Le log2(Fold change) est de 2 ou -2 ce qui signifie que le ratio entre 
une valeur à comparer et une valeur de référence est égale à 4 ou inférieur à 0,25, 
respectivement. Dans notre cas, le log2(Fold change) se calcule comme suit : 
 

𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙2(𝐹𝐹𝑙𝑙𝑙𝑙𝑑𝑑 𝑐𝑐ℎ𝑅𝑅𝑛𝑛𝑙𝑙𝑎𝑎) =  𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙2 �
𝑉𝑉𝑅𝑅𝑙𝑙𝑎𝑎𝑉𝑉𝑉𝑉 𝐵𝐵
𝑉𝑉𝑅𝑅𝑙𝑙𝑎𝑎𝑉𝑉𝑉𝑉 𝐴𝐴

� (équation 11) 

 
Avec   Valeur A : valeur obtenue pour le témoin 

 Valeur B : valeur obtenue pour l’essai 
 
Les volcanoplots représentent, en abscisse, le log2 du ratio d’intensité entre l’essai et le 
témoin, et en ordonnée, le -log10(p-value). 
 

2) Les listes de peptides sont triées afin de n’identifier que les peptides spécifiques 
(#psm_prot_sets = 1). Les moyennes sont effectuées sur les Raw abundance des réplicats 
techniques, au nombre de 2 (un réplicat technique est un échantillon biologique injecté 2 fois 
sur le spectromètre de masse). A partir des réplicats biologiques (au nombre de 3) des témoins 
et des essais, un test de Student est effectué afin de ne sélectionner que les p-value<0,05. Si 
le calcul n’est pas possible parce que la mesure du peptide n’a pas été faite par le 
spectromètre de masse, la valeur manquante est remplacée par une valeur de bruit de fond. 
Ensuite, les peptides sont séparés en quatre catégories selon les critères suivants : 

- Un ratio de quantité de peptides dans le témoin/quantité de peptides dans l’essai 
supérieur à 4 (T/E) 

- Les peptides qui sont absents dans l’essai (E absent) 
- Un ratio de quantité de peptides dans l’essai/quantité de peptides dans le témoin 

supérieur à 4 (E/T) 
- Les peptides qui sont absents dans le témoin (T absent). 

 

L’intérêt est de savoir si un type de protéines (membranaire ou cytoplasmique) ou de 
processus biologique est préférentiellement affecté par le traitement. Afin de classifier les 
protéines en fonction de leur emplacement dans la cellule ou de leur processus biologique, 
les termes GO (Gene Ontology) donnés par le logiciel QuickGO 
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/annotations) sont employés. Il est important de noter 
qu’une protéine peut être associée à différents termes GO. La Figure 84, présenté en page 
140, résume la stratégie d’analyse. Pour connaitre la signification exacte des catégories 
déterminées par QuickGO, il faut rentrer la désignation sur le site 
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm [155]. 

 

 

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm
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Les analyses quantitatives protéique et peptidique sont complémentaires. La première permet 
de voir la sous-expression d’une protéine entre les deux types d’échantillon. Cependant, si une 
cassure survient au niveau d’un peptide mais que les autres peptides de la protéine ne sont pas 
touchés, cette cassure ne sera pas révélée par l’approche ‘analyse quantitative à partir des 
protéines’. En effet, il faut la détection de plusieurs peptides pour valider la présence d’une 
protéine et donc la sous-expression d’un peptide ne signifiera pas qu’une sous-expression de 
la protéine sera détectée si les autres peptides ne sont pas touchés. La deuxième approche 
permet donc de détecter des modifications au niveau des peptides spécifiques et de pouvoir 
remonter à la protéine concernée par cette modification. Les protéines détectées lors de la 
première approche ne seront pas forcément révélées par l’autre approche étant donné que, 
dans le second cas, seuls les peptides spécifiques sont considérés. Il n’est pas possible 
d’analyser l’ensemble des peptides car les non-spécifiques ne permettent pas de remonter à la 
protéine impliquée, étant donné qu’ils se retrouvent dans plusieurs protéines. 

 

2.15. Etudes statistiques 
 

Pour savoir si les résulats obtenus entre deux conditions de traitement sont significativement 
différents, un f-test est effectué afin de déterminer si les variances sont différentes. Ensuite, 
un test de Student (ou t-test) est réalisé. Le nombre d’étoiles correspond à : 

- t-test <5% : 1 étoile 
- t-test < 1% : 2 étoiles 
- t-test < 0,01% : 3 étoiles. 
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Chapitre 3. Étude des effets du faisceau d’électrons pulsés 
 

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les effets du traitement par le faisceau d’électrons pulsés 
sur les bactéries. 

Dans un premier temps, les caractéristiques physiques du faisceau vont être présentées. 
Ensuite, les essais de décontamination seront réalisés sur différentes souches afin de 
déterminer la plus résistante au traitement qui servira de référence pour la suite des travaux. 
Différents paramètres machine seront testés afin d’évaluer leur impact sur l’efficacité du 
système. 

Une fois la meilleure configuration trouvée, des techniques de microscopie seront mises en 
œuvre pour observer l’intégrité et l’organisation de la paroi des microorganismes. Différents 
outils ont été choisis : l’AFM, la MEB et la MET. L’AFM est une technique qui permet non 
seulement d’observer la morphologie de la bactérie mais également de déterminer 
quantitativement la rugosité ou l’hydrophobicité de la surface observée. L’avantage de cette 
technique est qu’elle permet une observation en condition native. La MET est une technique 
complémentaire qui permet d’observer également la morphologie des bactéries et d’évaluer 
leur taille. La rapidité d’acquisition des images permet l’observation d’un nombre important 
de bactéries pour confirmer les observations faites en AFM. Enfin, la MET apporte une 
information supplémentaire par rapport aux deux autres technologies, à savoir l’organisation 
interne de la bactérie. Il sera donc possible de voir si les différentes couches constituant la 
bactérie sont toujours présentes et si elles sont intactes après le traitement. 

L’intégrité de l’ADN génomique sera analysée. Il n’est pas possible d’utiliser un gel 
d’électrophorèse classique car la taille de l’ADN est trop importante (~3,7 Mb). Par 
conséquent, une électrophorèse en champ pulsé va être utilisée afin de pouvoir distinguer 
correctement les différents fragments d’ADN. 

Pour finir, les protéines de la bactérie seront extraites et analysées par protéomique. Cette 
technique permet d’identifier et de quantifier les protéines. Une comparaison entre la 
quantité de protéines dans l’échantillon témoin et l’essai est possible et permet de connaitre 
les protéines affectées par le traitement. 

Les parties concernant l’évaluation de l’influence des paramètres et l’observation par MEB et 
MET sur les spores ont fait l’objet d’un proceeding ‘Bacteria inactivation by pulsed electron 
beam’ suite au congrès EAPPC (Euro-Asian Pulsed Power Conference) 2016. Il est présenté en 
Annexe 1 : Proceeding de l’EAPPC 2016 ‘Bacteria inactivation by pulsed electron beam’. 
 

3.1. Présentation de la problématique 
 

Le générateur de faisceaux d’électrons pulsés utilisé dans ces travaux a été développé dans le 
but de stériliser des emballages pour les industries de l’agroalimentaire, de la pharmaceutique 
et de la cosmétique. D’après la norme ISO/TS 11139 : 2006, le niveau d’assurance de la stérilité 
(NAS) correspond à la définition suivante : « probabilité de présence d’un seul 
microorganisme viable sur une unité de stérilisation. Le terme NAS prend une valeur 
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quantitative, généralement 10-6 ou 10-3 ». Ainsi, il faut raisonner en terme de probabilité. Un 
NAS de 10-6 signifie que la probabilité de trouver un microorganisme viable sur le produit 
stérile est de 1 sur 106.  

Il a été décidé de se placer dans le cas le plus critique et donc d’atteindre une diminution de 
6 log10, diminution qui est classiquement demandée par les industries pharmaceutiques. 

 

3.2. Configuration des essais 
 

Les paramètres de la technologie qui peuvent être modifiés sont : 

- la distance de l’objet à traiter à la fenêtre d’irradiation 
- la fréquence de répétition des impulsions 
- le nombre d’impulsions appliqué. 

Dans les paragraphes suivants, le choix des différents paramètres sera décrit et expliqué en 
fonction de l’objectif de la manipulation. 

 

3.3. Mesure des signaux de courant et de tension 
 

Les Figure 49 et Figure 50 montrent que les valeurs de courant et tension sont reproductibles 
d’une impulsion à l’autre. Il est à noter que, sur l’ensemble des expériences, l’écart maximal 
retrouvé reste inférieur à 5%. 

Comme détaillé dans le chapitre précédent, les signaux de courant sont obtenus à l’aide d’un 
capteur de type Rogowski situé au niveau de la cathode. Pour les mesures de tension, un 
diviseur capacitif est utilisé et placé à proximité de la mesure de courant. 

Les signaux Figure 49 et Figure 50 sont ceux obtenus à l’aide d’un oscilloscope Tektronix TDS 
7404B. Ces signaux montrent que les impulsions sont reproductibles d’une impulsion à l’autre. 
La largeur à mi-hauteur (FWHM, full width at half maximum) correspond à 10 ns qui est la 
durée d’impulsion. Le front de montée (pris entre 0 et 100%) évalué à partir du signal de 
tension est de 5 ns. La valeur du courant est de l’ordre de 6 kA et la tension au niveau de la 
cathode de 250 kV. 
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Figure 49 : Signaux de courant donnés par les capteurs situés au-dessus de la diode. 

 

 
Figure 50 : Signaux de tension donnés par les capteurs situés au-dessus de la diode. 
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Le contrôle/commande, permettant de faire fonctionner la machine, donne également les 
valeurs pic de courant et tension. Ces valeurs servent de référence pour les essais. 

 

3.4. Mesure de la pénétration du faisceau 
 

Afin d’évaluer la profondeur de pénétration des électrons, des films radiochromiques de  
20 µm d’épaisseur couplés à un lecteur DR 020 de Crosslinking AB permettent de déterminer 
l’évolution de la dose en fonction de la profondeur. Les films sont superposés, un traitement 
de 50 impulsions à 2 cm et avec une fréquence de répétition de 100 Hz est appliqué. 
L’expérience est répétée trois fois. Les valeurs moyennes de tension délivrée pour les essais 
sont, respectivement, de 265,5 kV, 263,5 kV et 263,5 kV. Pour ce qui est du courant, les valeurs 
moyennes sont de 5,64 kA, 5,37 kA et 5,39 kA, respectivement. Les dosimètres sont ensuite 
cuits à 37°C pendant 20 min afin de catalyser les réactions de réticulation qui apparaissent 
après le traitement. 

Le profil de pénétration montre que la profondeur maximale que peuvent atteindre les 
électrons dans un matériau de densité 1 se situe autour de 400 µm (Figure 51). Cependant, si 
l’objectif est de traiter un emballage dans son intégralité (intérieur et extérieur), la différence 
de dose entre la face interne et la face externe ne doit pas être trop importante. D’après les 
échanges clients, un ratio maximum entre la dose maximale et la dose minimale (appelé DUR, 
Dose Uniformity Ratio) de 2 est demandé. Dans ces conditions, le profil de pénétration nous 
indique que le faisceau ne pourra traiter que des emballages d’épaisseur inférieure à 160 µm 
dans le cas d’un matériau ayant une densité de 1. 

 



 
104 

 

Figure 51 : Profil de pénétration du faisceau d'électrons dans les films radiochromiques de 20 µm d’épaisseur et de densité 
1 après un traitement avec 50 impulsions à 2 cm et 100 Hz. 

 

3.5. Efficacité du traitement 
 

3.5.1. Choix de la souche de référence 
 

L’efficacité de la technologie a été étudiée. Pour cela, des essais sur boite de Pétri contenant 
un milieu gélosé ont été effectués. Escherichia coli et Bacillus pumilus (forme végétative et 
sporulée) sont les deux souches étudiées. La Figure 52 illustre la différence d’efficacité en 
fonction de la souche considérée. Il apparait clairement que la souche Gram négative 
d’Escherichia coli est plus sensible au traitement que la souche Gram positive de Bacillus 
pumilus. En effet, avec 1 impulsion de 10 ns à 2 cm, la diminution logarithmique obtenue pour 
Escherichia coli est de 6,31 log10 contre 4,7 log10 pour Bacillus pumilus sous forme végétative. 
Ces résultats confirment ce qui est décrit dans la littérature, à savoir que les souches Gram 
négatives sont plus sensibles aux irradiations que les souches Gram positives [81]. De plus, il 
est intéressant de voir que la différence d’efficacité entre la souche sous forme végétative et 
sous forme sporulée est très importante. Le traitement est presque 6,7 fois moins efficace sur 
les spores de Bacillus pumilus (4,7 log10 pour la forme végétative contre 0,7 log10 pour la forme 
sporulée). La structure de la spore peut expliquer ce résultat avec notamment un ADN 
condensé et une plus faible teneur en eau. En effet, dans de telles conditions, les 
rayonnements créent moins de produits issus de la radiolyse de l’eau au niveau du cœur de la 
spore et ainsi moins de molécules constituant la spore sont oxydées. 
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La forme sporulée étant la plus résistante à ce traitement, c’est celle qui nous servira de 
référence pour la suite de nos essais. 

 

 
Figure 52 : Comparaison de l'efficacité des faisceaux d'électrons. 

Escherichia coli K-12 (en bleu), Bacillus pumilus ATCC 27142 sous forme végétative (en orange) et sous forme sporulée (en 
vert) après 1 impulsion de 10 ns à 2 cm de la fenêtre d'irradiation. Pour chaque souche, les tests ont été réalisés à partir de 

3 cultures différentes. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (*** P<0,0001). 

 

3.5.2. Etude de l’effet de différents paramètres 
 

Effet de l’environnement de traitement 
 

Le générateur à faisceaux d’électrons pulsés est utilisé pour la stérilisation d’emballage. Dans 
ces conditions, les microorganismes se trouvent dans un environnement sec. Il a été comparé 
la différence d’efficacité entre les spores bactériennes sur milieu gélosé et les spores 
bactériennes déposées en spot et séchées en applicant différents nombre d’impulsions de 10 
ns  avec une fréquence de répétition de 100 Hz (Figure 53). 

Pour un même nombre d’impulsions (3, 5 ou 8 impulsions), l’analyse statistique entre les 
résultats d’efficacité du traitement sur gélose ou en spot sec n’a pas révélé de différences 
significatives entre les deux environnements. Il est possible que la différence d’efficacité 
observée pour l’essai à 1 impulsion soit due principalement au faible taux de mortalité obtenu 
qui conduit à une plus forte incertitude sur les mesures. 

L’application finale vise des bactéries en milieu sec. La suite des expériences se fera donc à 
partir de spots de Bacillus pumilus sporulé. 
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Figure 53 : Différence d'efficacité entre les spores de Bacillus pumilus sur gélose (en vert) et en spot (en rouge). L’analyse 

statistique a été faite avec un test de Student (** P<0,01). 

 

Effet de la distance à la fenêtre d’extraction des électrons 
 

Au vue des applications finales de cette technologie, une distance de 2 cm est la distance 
minimale de positionnement du produit. De plus, sous la fenêtre d’irradiation, une chambre 
permettant d’arrêter les électrons et les rayons X est présente. La distance maximale de 
traitement est de 9 cm.  

Différentes distances ont de ce fait été testées : 2 cm, 4 cm, 7 cm et 9 cm. 

Une fréquence de répétition des impulsions de 100 Hz (fréquence maximale de la machine) 
est choisie afin de se laisser la possibilité d’atteindre des cadences de plusieurs dizaines de 
milliers de produits à l’heure. 

Les essais ont été effectués sur des spots secs afin de mimer au mieux l’environnement dans 
lequel se trouvent les bactéries sur les emballages avant le remplissage de ces derniers. 

Les résultats sont présentés en Figure 54. Les essais ont été réalisés en triplicat et à partir de 
3 cultures différentes. Il apparait que lorsque les bactéries se situent à une distance de plus 
en plus importante de la fenêtre d’irradiation l’efficacité diminue et il faut un nombre plus 
important d’impulsions pour obtenir le même abattement. Les valeurs moyennes de courant 
et tension pour chaque essai sont résumées dans le tableau ci-dessous. 
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Tableau 20 : Valeurs moyennes de tension et de courant pour chaque distance testée. 

Distance Tension moyenne Courant moyen 
2 cm 266,4 ± 6 kV 5,65 ± 0,5 kA 
4 cm 266,4 ± 9,2 kV 5,9 ± 0,7 kA 
7 cm 266,4 ± 12,5 kV 5,5 ± 0,2 kA 
9 cm 261,2 ± 10,2 kV 5,5 ± 0,4 kA 

 

Ces valeurs étant très proches, elles ne peuvent pas expliquer les différences d’efficacité 
obtenues. L’explication vient du fait que les électrons interagissent avec les molécules de l’air 
et perdent, à leur contact, de l’énergie. De plus, leur trajectoire va être modifiée et ainsi la 
densité électronique sera moins importante. Ces deux phénomènes conduisent à une 
diminution de la dose. Par conséquent, une mesure de dose avec des films radiochromiques 
de 20 µm d’épaisseur couplés à un lecteur DR 020 de Crosslinking AB permet de voir 
l’évolution de ce paramètre avec la distance. Une diminution de la dose déposée par le 
faisceau en fonction de la distance est constatée, comme illustré en Figure 55. Ceci se traduit 
par un dépôt moins important de l’énergie au niveau des bactéries et donc une plus faible 
efficacité. La courbe traduisant l’évolution de l’efficacité en fonction de la dose déposée 
montre que l’efficacité bactéricide de la technologie est bien liée à la dose (Figure 56). 

 

 
Figure 54: Evolution de l'efficacité sur Bacillus pumilus sous forme sporulée en fonction de la distance à la fenêtre 

d'irradiation.  
Les losanges représentent une distance de 2 cm, les ronds de 4 cm, les carrés de 7 cm et les triangles de 9 cm. 
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Figure 55 : Evolution de la dose en fonction de la distance. Les dosimètres ont été placés à côté des dépôts de bactéries. 

L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (** P<0,01 ; *** P<0,0001). 

 

 
Figure 56 : Evolution de l'efficacité en fonction de la dose déposée et de la distance à la fenêtre d’irradiation. Les losanges 

représentent une distance de 2 cm, les ronds de 4 cm, les carrés de 7 cm et les triangles de 9 cm. 
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Effet de la fréquence de répétition des impulsions 
 

Un autre paramètre qui peut être ajusté est la fréquence de répétition des impulsions. Cette 
dernière peut être modifiée de 1 à 100 Hz. D’après les résultats obtenus précédemment, il a 
été décidé de travailler à 2 cm de la fenêtre d’irradiation et avec 5 impulsions de 10 ns. La 
distance choisie est celle pour laquelle l’efficacité est la meilleure et qui, par conséquent, 
pourra être utilisée pour des applications de décontamination d’emballage. Afin de pouvoir 
observer et quantifier toute variation d’efficacité, le nombre d’impulsions est choisi de 
manière à se situer en dessous d’une diminution de 6 log10. 

Trois fréquences ont été testées : 1 Hz (fréquence minimale), 100 Hz (fréquence maximale que 
peut atteindre le générateur) et 50 Hz (fréquence intermédiaire). Les résultats présentés en 
Figure 57 sont obtenus à partir de trois cultures différentes en triplicat. D’après l’analyse 
statistique réalisée avec le test de Student, il est possible de conclure qu’il n’y a pas de 
différence significative de l’efficacité du traitement pour les trois fréquences testées. Pour la 
suite des expériences, la fréquence de répétition la plus élevée, 100 Hz, sera utilisée. A cette 
fréquence, la puissance consommée est de 2.9 kWh. 

 

 
Figure 57 : Evolution de l'efficacité sur Bacillus pumilus sous forme sporulée en fonction de la fréquence de répétition des 

impulsions. 

Les résultats pour 1 Hz, 50 Hz et 100 Hz sont, respectivement, en bleu, orange et vert. L’analyse statistique a été faite avec 
un test de Student (NS P>0,05). 
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Effet de la phase de croissance des microorganismes 
 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

La courbe de croissance de Bacillus pumilus a été déterminée en effectuant des mesures de 
DO toutes les 30 min à 600 nm. La vitesse spécifique maximale de croissance (µxmax) et le temps 
de génération (G) sont calculés à partir de la courbe représentant le logarithme népérien de 
la DO600 nm mesurée en fonction du temps (Figure 58). La vitesse spécifique de croissance µxmax 
correspond à la pente de la tangente à la courbe en phase exponentielle. Dans notre cas, elle 
a pour valeur 1,49 h-1. Le temps de génération est le ratio entre ln(2) et le µxmax. Dans le cas 
de Bacillus pumilus, G est égal à 28 min ce qui signifie que, dans les conditions de culture 
utilisées, les bactéries se divisent toutes les 28 minutes. 

Les deux phases de croissance testées seront la phase exponentielle et la phase stationnaire. 
Pour cela, 1 impulsion de 10 ns sera appliquée en positionnant les échantillons à 2 cm de la 
fenêtre d’extraction des électrons. Dans nos conditions de culture, la phase exponentielle de 
croissance débute lorsque la DO600 nm atteint 0,05. Pour la phase stationnaire, des cultures sur 
la nuit sont réalisées pour faire les essais. 

 

 
Figure 58 : Courbe de croissance Bacillus pumilus ATCC 27142 avec le Logarithme népérien de l’absorbance et l’équation 

correspondant à la tangente à la courbe (en gris) quand les bactéries sont en phase exponentielle de croissance. 
1 : Phase de latence, 2 : phase de croissance exponentielle, 3 : phase de ralentissement, 4 : phase stationnaire. 
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La Figure 59 révèle que les bactéries cultivées en phase stationnaire de croissance sont plus 
sensibles au traitement que les bactéries en phase exponentielle. Pour la plupart des 
bactéries, la sensibilité aux rayonnements ionisants est plus importante en phase active de 
croissance de par la saturation de la machinerie cellulaire [86]. Cependant, pour certaines 
souches (Halobacterium NRC-1), la résistance maximale aux irradiations (gamma ou faisceaux 
d’électrons) est plus importante en phase exponentielle. Une explication à cette constatation 
est que l’élimination des ROS pourrait être plus efficace en phase de croissance active ce qui 
expliquerait la plus grande survie de Halobacterium NRC-1 [156,157]. L’expression des 
protéines de stress de Bacillus subtilis est contrôlée par le facteur de transcription σB. Pendant 
la phase exponentielle, σB est inactif et se trouve sous la forme d’un complexe avec le facteur 
anti-sigma, RsbW. L’activation du facteur de transcription requière la déphosphorylation de 
RsbV, une protéine antagoniste, qui vient alors se lier à RsbW [158]. En phase stationnaire, σB 

est actif et est contrôlé de manière post-traductionnelle par une voie régulatrice sensible aux 
signaux de la phase stationnaire [159]. Sous forme complexé, le facteur anti-sigma, RsbW, 
joue peut-être un rôle protecteur lors du traitement qui permet d’éviter la dégradation de σB 
ce qui pourrait expliquer la plus grande résistance des bactéries sous forme exponentielle. 

 

 
Figure 59 : Evolution de l'efficacité du traitement en fonction de la phase de croissance de Bacillus pumilus avec la phase 

exponentielle de croissance à gauche et la phase stationnaire à droite. L’analyse statistique a été faite avec un test de 
Student (*** P<0,0001). 

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

Le suivi de la germination des spores se fait en mesurant la DO580 nm du milieu toutes les 
minutes. Les résultats présentés sur la Figure 60 ont été réalisés en triplicat à partir de 3 
cultures de spores différentes. Une diminution de la DO580 nm est constatée jusqu’à atteindre 
un seuil après environ 40 min de culture à 37°C. La DO580 nm finale représente 49% de la  
DO580 nm initiale. 
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Figure 60 : Suivi de la chute de la DO580 nm de spores de Bacillus pumilus dans du milieu LB. 

 

A partir de ces données, des essais ont été réalisés afin d’évaluer si une différence d’efficacité 
existe entre les spores non germées et les spores cultivées pendant 50 min à 37°C. Les trois 
cultures utilisées précédemment pour suivre la chute de la DO580 nm des spores sont utilisées 
pour ces essais. Les résultats sont présentés en Figure 61. Aucune différence significative n’est 
constatée entre les spores non stimulées thermiquement et les spores incubées 50 min à 37°C. 
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Figure 61 : Evolution de l'efficacité du traitement en fonction de l'état de la spore. A gauche, les spores non incubées et, à 

droite, les spores incubées 50 min à 37°C. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 

 

Reprise de croissance des microorganismes après traitement de Bacillus pumilus sous forme 
sporulée 
 

L’analyse statistique sur les 3 cultures différentes, réalisée avec le test de Student, ne révèle 
pas de différence significative de la vitesse spécifique maximale de croissance. La reprise de 
croissance est évaluée à partir de la courbe représentant l’évolution de la DO600 nm en fonction 
du temps. Une droite est tracée au niveau du changement de pente. L’équation de la droite 
permet de déterminer la valeur à laquelle cette droite coupe les abscisses à 0. Les différentes 
valeurs de temps obtenus sont comparées. Le test de Student ne révèle pas de différence 
significative entre les différentes cultures (Tableau 21). 

 

Tableau 21 : Evaluation de l'évolution de la vitesse spécifique maximale de croissance et de la reprise de croissance des spores 
de Bacillus pumilus après traitement. 

 Témoin Essais 
Numéro de 
l’échantillon µxmax (h-1) Reprise de 

croissance (min) µxmax (h-1) Reprise de 
croissance (min) 

1 1,4 416 2,0 306 
2 0,9 437 1,3 388 
3 1,3 309 1,4 346 
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3.6. Détermination des mécanismes responsables de l’inactivation 
bactérienne 

 

Après avoir évalué l’influence de différents paramètres (machine ou environnement et état 
de la bactérie) sur l’efficacité d’éradication des bactéries, cette partie a pour objectif de 
déterminer les mécanismes impliqués dans l’inactivation bactérienne. 

L’étude est réalisée en utilisant différentes techniques de microscopies : 

- L’AFM (Microscopie à Force Atomique) permet une observation en condition native de 
la bactérie ainsi que des mesures de ses propriétés physiques (rugosité, adhésion). 

- La MEB (Microscopie Electronique à Balayage) révèle la morphologie de la bactérie de 
manière complémentaire à l’AFM et permet d’évaluer le volume de l’objet observé par 
cette technique. 

- La MET (Microscopie Electronique en Transmission) donne accès à l’architecture des 
différents compartiments intracellulaires. 

Enfin, l’étude de l’intégrité de l’ADN, par l’utilisation de la PFGE, et des protéines, par l’emploi 
de gel SDS-PAGE et de MS/MS complètera l’étude. 

 

3.6.1. Etude des effets au niveau de la paroi bactérienne 
 

L’intégrité de l’enveloppe cellulaire des bactéries traitées sous forme végétative ou de spores 
a été évaluée grâce à l’utilisation des techniques de microscopie décrites ci-dessus. Si 
l’enveloppe est endommagée différents composés peuvent entrer ou sortir de la cellule. Ces 
échanges entre le milieu extérieur et l’intérieur de la bactérie peuvent conduire à la mort du 
microorganisme si celui-ci n’est pas capable de réparer les dommages. 

 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Le choix de l’AFM liquide permet d’observer la surface des bactéries en condition native, c’est-
à-dire sans utiliser de traitement chimique. La Figure 62 montre un exemple typique d’images 
obtenues en AFM. Pour les bactéries non traitées (Figure 62 a et b), la présence de crêtes est 
observée (en pointillé sur le zoom b).  Après l’exposition aux faisceaux d’électrons, les crêtes 
sont toujours visibles (en pointillé sur le zoom d) et aucun matériel ne semble avoir été extrait 
de l’enveloppe. 

Une évaluation de la rugosité à partir de 3 cultures et 3 images par culture est effectuée. Pour 
les bactéries témoins, une rugosité de 2,2 ± 0,7 nm est obtenue et 1,9 ± 0,4 nm, pour les 
bactéries traitées (Figure 63). L’analyse statistique ne révèle pas de différence significative 
entre les deux conditions. 
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Figure 62 : Observation des bactéries végétatives par AFM liquide avant et après traitement par le faisceau d’électrons. 
a) Image d'une bactérie non traitée, b) zoom sur une partie de la bactérie avec l’observation des crêtes de surface (lignes en 

pointillées), c) Image d’une bactérie traitée avec 2 impulsions de 10 ns à 2 cm et 100 Hz, d) zoom sur une partie de la 
bactérie traitée avec en pointillées blanc les crêtes de surface. Les images choisies sont représentatives de l’ensemble des 

bactéries observées. 

 

 
Figure 63 : Analyse statistique de la rugosité réalisée sur 13 bactéries par condition. En gris, les bactéries témoins et, en 

orange, les bactéries traitées. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 
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Une autre donnée qui peut être évaluée est la mesure d’hydrophobicité. En effet, la pointe 
utilisée pour l’AFM a été fonctionnalisée avec une molécule constituée d’une chaine de 12 
carbones, le 1-Dodécylmercaptane ou 1-Dodecanethiol (Sigma-Aldrich) [40] donnant à la 
pointe un caractère hydrophobe. Si la paroi de la bactérie est hydrophobe, la pointe va 
adhérer. Au contraire si la surface est hydrophile, la pointe va subir une force de répulsion. 
Par conséquent, les courbes obtenues en AFM traduisant le parcours de la pointe auront une 
allure différente. Les résultats des mesures de l’adhésion sont présentés en Figure 64 et 
révèlent une modification significative de l’hydrophobicité après le traitement par les 
faisceaux d’électrons. En effet, la force d’adhésion pour les bactéries non traitées est de  
1,3 ± 0,5 nN et de 0,5 ± 0,3 nN pour les bactéries traitées. Cette diminution traduit une 
dégradation des molécules présentes à la surface de la paroi suite au traitement. La 
conséquence d’une perte d’hydrophobicité de la bactérie est une diminution de son caractère 
invasif par la modification des propriétés d’adhésion, d’agrégation ou de floculation. Le 
caractère hydrophobe de la paroi des bactéries est dû à la présence d’acides teichoïques liés 
à la paroi (WTA) et d’acides lipoteichoïques (LTA). La diminution de l’hydrophobicité de 
Bacillus pumilus suite au traitement peut s’expliquer par une dégradation de ces acides 
[27,160]. 

 

 
Figure 64 : Analyse de l'hydrophobicité des bactéries réalisée sur 10 bactéries par condition. En gris, les bactéries témoins 

et, en orange, les bactéries traitées. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (** P<0,01). 

 

L’enveloppe des bactéries a été observée par microscopie électronique à balayage (MEB). La 
Figure 65 est un exemple d’image obtenue avec un grossissement 50 000x. L’observation de 
la paroi des bactéries par MEB ne permet pas d’observer de dommages au niveau de la paroi.  
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Figure 65 : Observation de l’enveloppe de Bacillus pumilus par MEB. 

L’image de gauche montre la morphologie de la bactérie avant d’avoir subi un traitement par faisceau d’électrons pulsés. La 
photographie de droite est une bactérie traitée avec 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm. Les images choisies sont 

représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 

 

Si la MEB ne permet qu’une observation de la morphologie de Bacillus pumilus, la MET permet 
d’observer l’organisation interne de la bactérie. La Figure 66 ne révèle pas de différence entre 
les bactéries traitées et les bactéries non traitées. La présence d’une membrane intacte est 
observée après le traitement. Il ne semble pas y avoir eu de fuite de matériel dans le milieu 
suite à l’application de 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm. L’organisation interne ne 
semble pas non plus être modifiée par le traitement. 

 

 
Figure 66 : Observation de l'organisation de Bacillus pumilus par MET. 

L’image de gauche montre la morphologie de la bactérie avant d’avoir subi un traitement par faisceau d’électrons pulsés. La 
photographie de droite est une bactérie traitée avec 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm. L’échelle de taille pour les 
vues globales est de 200 nm et de 100 nm pour les zooms. Les images choisies sont représentatives de l’ensemble des 

bactéries observées. 
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Afin de compléter ces résultats, il est possible grâce à une molécule intercalante à l’ADN, 
l’iodure de propidium (PI), de mettre en évidence une perméabilisation de la paroi. En effet, 
si la membrane est perméabilisée, la molécule peut entrer dans la cellule et s’intercaler avec 
les acides nucléiques. Cette molécule fluorescente est fréquemment utilisée pour révéler une 
augmentation de la perméabilité des membranes cellulaires [161,162]. Au contact de l’ADN 
ou de l’ARN, son rendement quantique de fluorescence augmente ce qui va permettre de 
distinguer les bactéries perméabilisées des autres. Dans ce travail, seule la perméabilisation 
irréversible de la paroi a été étudiée. La perméabilisation réversible de la paroi est une 
observation qui doit se faire immédiatement après le traitement en ayant mis le PI au contact 
des bactéries pendant le traitement. Le temps séparant le lieu du traitement et le lieu 
d’observation est de 2 heures, temps trop important pour ce type d’expérimentation. 

Les résultats obtenus sont présentés en Figure 67. Le calcul de la fluorescence est fait avec le 
logiciel Image J. La valeur moyenne d’intensité obtenue sur 644 bactéries du témoin est de 
1483 ± 310 et de 1803 ± 488 pour les 425 bactéries analysées issues de l’essai. Cette 
expérience n’a pas mis en évidence de perméabilisation irréversible de la paroi suite au 
traitement par faisceau d’électrons. 

 

 
Figure 67 : Observation de la forme végétative de Bacillus pumilus avant (a) et après (b) l'application de 2 impulsions de 10 

ns à 2cm et 100 Hz. 

 

Un autre moyen utilisé pour la révélation de perméabilisation est de mesurer la quantité 
d’ADN et de protéines dans le surnageant [6]. Comme dans notre cas nous n’avons pas pu 
mesurer la perméablisation réversible avec le PI, cette technique a été employée. En effet, si 
des pores sont apparus lors de l’application des décharges, il est possible que des protéines 
ou de l’ADN se retrouvent à l’extérieur de la bactérie, dans le surnageant. Un spectromètre 
nécessitant peu de volume (NanoDropTM, Thermo ScientificTM) est utilisé. Les mesures se font 
à 260 nm pour l’ADN et 280 nm pour les protéines.  

Les résultats sont présentés dans le Tableau 22. La comparaison des valeurs d’absorbance 
obtenues pour l’échantillon témoin (T) et les échantillons essais (E1 et E2) ne permet pas de 
révéler la présence d’ADN ou de protéines dans le milieu extracellulaire. En effet, les valeurs 
sont similaires pour tous les échantillons. 

Cet essai n’a pas mis en évidence de perméabilisation réversible ou irréversible.  

2 µm 2 µm

a) b)
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Tableau 22 : Résultats de la mesure d'absorbance à 260 nm pour l'ADN et 280 nm pour les protéines. 

Échantillons QADN (ng/µL) A260 A280 
𝐀𝐀𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐
𝐀𝐀𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐 

T 129,6 2,592 1,666 1,56 
E1 116,3 2,326 1,473 1,58 
E2 119,2 2,384 1,496 1,59 

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

L’AFM liquide permet d’observer la surface des spores mais également d’analyser certaines 
propriétés de la paroi. La Figure 68 montre un exemple typique d’images obtenues. Pour les 
spores non traitées (a et b), la présence de crêtes sporales est observée (en pointillé sur le 
zoom b). Ces crêtes sont classiquement observées en AFM (ou en MEB et MET) sur bactéries 
sporulées [40]. Elles sont constituées par les protéines du manteau et il est supposé qu’elles 
jouent un rôle dans l’adhésion des spores. Après l’exposition au faisceau d’électrons, les crêtes 
sporales sont toujours visibles (en pointillé sur le zoom d). 

Une évaluation de la rugosité à partir de 3 cultures de spores et 3 images par culture est 
effectuée (Figure 69). Pour les spores témoins, une rugosité de 4,8 ± 1,5 nm est obtenue et 
5,8 ± 2,8 nm, pour les spores traitées. L’analyse statistique ne révèle pas de différence entre 
les deux conditions. Afin de compléter ces résultats, d’autres techniques de microscopie ont 
été utilisées. 

 

 
Figure 68 : Observation de la paroi des spores par AFM liquide avant et après traitement par le faisceau d’électrons. 

a) Image d'une spore non traitée, b) zoom sur une partie de la spore (indiqué par le carré blanc) indiquant les crêtes de 
surface (lignes en pointillées), c) Image d’une spore traitée avec 10 impulsions de 10 ns à 2 cm et 100 Hz, d) zoom sur une 

partie de la spore traitée avec en pointillées blanc les crêtes sporales. Les images choisies sont représentatives de 
l’ensemble des bactéries observées. 
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Figure 69 : Analyse statistique de la rugosité réalisée sur 15 spores par condition. En gris, les spores témoins et, en orange, 

les spores traitées. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 

 

La paroi des bactéries a été observée par MEB. La Figure 70 est un exemple d’image obtenue 
avec un grossissement 50 000x. Elle met en évidence la présence de crêtes sporales pour les 
spores témoin comme pour les spores irradiées et une morphologie similaire entre les 
échantillons. La MEB ne révèle pas de dommage au niveau de la paroi. 

 

 
Figure 70 : Observation de la paroi des spores de Bacillus pumilus par MEB. 

L’image de gauche montre la morphologie de la spore avant d’avoir subi un traitement par faisceau d’électrons pulsés. La 
photographie de droite est une spore traitée avec 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm. Les flèches indiquent la 

présence de crêtes sporales. Les images choisies sont représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 
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Un changement de taille de la bactérie avant et après traitement peut traduire un dommage 
consécutif à l’expulsion de matériel ou, au contraire, l’absorption de molécules présentes dans 
l’environnement de la spore. Le calcul du volume des spores a été réalisé en assimilant les 
spores à des ellipsoïdes de révolution. La largeur de la bactérie et la hauteur sont considérées 
identiques. Le calcul du volume V des spores est obtenu grâce à la formule suivante : 

 

𝑉𝑉 =
4
3

× 𝜋𝜋 × 𝑇𝑇/2 × 𝑙𝑙/2 × ℎ/2 (équation 12) 

 
Avec   V : volume en µm3 

 L : longueur de la bactérie en µm 
 l : largeur de la bactérie en µm 
h : hauteur de la bactérie (égale à l) en µm 

 

Les images obtenues en MEB avec un grossissement de 5 000x et l’analyse statistique sur un 
échantillon de 80 bactéries montrent que le traitement par faisceaux d’électrons n’a pas 
d’effet sur le volume des spores de Bacillus pumilus (Figure 71 a). En effet, le volume moyen 
pour les spores témoin est de 0,21 ± 0,02 µm3 et de 0,21 ± 0,03 µm3 pour les spores irradiées. 
La répartition des volumes sur l’ensemble des échantillons analysés est également identique 
entre les témoins et les essais (Figure 71 b). 

 

         
Figure 71 : Détermination du volume des spores à l'aide des images de MEB.  

a) La mesure du volume des spores des échantillons témoins (en gris) et des échantillons exposés à 10 impulsions de 10 ns, 
100 Hz et 2 cm (en orange). Il a été supposé que la largeur des spores correspondait à la hauteur de ces dernières pour 
évaluer le volume. Une étude statistique en utilisant le test de Student a été menée sur les 80 bactéries mesurées par 

condition (NS P>0,05). 
b) La fréquence de distribution des volumes calculés est reportée. 
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Des expériences complémentaires ont été réalisées en MET. La partie externe de la spore, 
nommée le manteau, est constituée de différentes couches de protéines (Figure 72). Le centre 
de la spore apparait en foncé et représente le cœur de la spore. Il est composé notamment 
d’ADN très condensé. Entre le manteau et le cœur se trouve le cortex. Ces trois parties sont 
distinctement visibles sur les images de MET. Aucune différence d’organisation n’est observée 
après traitement. De plus, aucun matériel n’est visible à l’extérieur de la spore après le 
traitement ce qui aurait pu indiquer des dommages induits par le traitement. 

 

 
Figure 72 : Observation de l'organisation des spores de Bacillus pumilus par MET. 

L’image de gauche montre la morphologie de la spore témoin. La photographie de droite est une spore traitée avec 10 
impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm. Les images sont représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 

Co : Cœur (Core), Cx : Cortex et Ct : Manteau (Coat). 

 

Les outils de microscopie employés ont permis de révéler une perte de l’hydrophobicité de la 
paroi des bactéries sous forme végétative après le traitement. Cette modification peut être 
expliquée par une dégradation d’au moins une partie des acides teichoïques constitutifs de la 
paroi. Une modification de la morphologie des bactéries ainsi que de leur architecture 
intracellulaire n’a pas été mise en évidence. Pour les spores, aucune modification de leur 
volume ou morphologie n’est révélée. L’architecture interne des spores irradiées semble 
identique à celle du témoin. 

 

3.6.2. Etude des effets au niveau de l’ADN 
 

Le but de cette partie est d’étudier les effets du traitement au niveau de l’ADN des bactéries. 
La taille du génome étant importante, l’électrophorèse en champ pulsé (PFGE) a été choisie 
car cette technique permet de séparer de gros fragments d’ADN (voir le chapitre sur le 
Principe général de l’électrophorèse en champ pulsé). 

Témoin 10 impulsions, 100 Hz 
et 2 cm
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Avant de réaliser des essais sur le génome de la bactérie, il a été nécessaire de déterminer 
l’enzyme de restriction à utiliser pour digérer l’ADN en fragments et de valider l’activité des 
différentes endonucléases qui seront utilisées dans ce travail. 

 

Choix de l’enzyme de restriction 
 

Pour le choix de l’enzyme de restriction, un clivage du génome de Bacillus pumilus SAFR-032 
(souche entièrement séquencée et proche de celle utilisée dans l’étude) avec différentes 
enzymes est simulé sur le site http://insilico.ehu.eus/digest/index.php?mo=Bacillus. Le choix 
s’est porté sur l’enzyme de restriction NotI qui reconnait la séquence 5′-GCGGCCGC-3′. Elle 
permet d’obtenir 16 fragments de tailles suffisamment différentes pour réaliser une bonne 
séparation sur gel, comme le montre le Tableau 23 sur lequel on peut observer : 

- la position du clivage par NotI au niveau de la séquence de Bacillus pumilus SAFR-032 
(colonne 1) 

- la longueur des fragments obtenus (colonne 2) 
- le classement par taille des fragments (colonne 3) 
- la répartition sur gel PFGE à 1,2% d’agarose des fragments avec une proposition de 

marqueur de taille, en l’occurrence Lambda (colonne 4). 

 

Tableau 23 : Résultats de la simulation de digestion du génome de Bacillus pumilus SAFR-032 par l'enzyme de restriction 
NotI. 

 

 

http://insilico.ehu.eus/digest/index.php?mo=Bacillus
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La digestion du génome de Bacillus pumilus ATCC 27142 a été effectuée avec NotI. Le calcul 
de la taille des différents fragments de l’ADN de Bacillus pumilus est réalisé à partir des trois 
gels obtenus (Figure 73). Le logiciel Image J est utilisé. La taille des fragments du génome est 
obtenue grâce au marqueur de taille Lambda (Bio-Rad), comme proposé par la simulation. La 
Figure 74 valide l’activité de l’enzyme Not I par l’obtention de fragment d’ADN et montre la 
répartition de la taille des différents fragments qui s’échelonnent de 41 kb à 829,2 kb. La taille 
des fragments est identique d’une culture à l’autre. Le protocole mis au point est 
reproductible (Figure 74). La taille des fragments obtenue est reportée dans le Tableau 24. La 
somme de la taille des fragments est égale à 3,4 Mb. En comparaison, la taille du génome de 
Bacillus pumilus SAFR-032 (souche qui a été séquencée, source NCBI) est de 3,7 Mb. 

Les résultats obtenus avec la simulation de digestion de la souche Bacillus pumilus SAFR-032 
(Tableau 23) montrent que plusieurs fragments sont très proches les uns des autres (voir la 
flèche et la taille des fragments entourés). Cette observation que certaines bandes ne peuvent 
pas être distinguées sur le gel PFGE peut expliquer l’écart de 0,3 Mb. Sur la Figure 73, la bande 
numéro 11 possède l’intensité la plus importante et correspond à la taille des fragments 
entourés dans la simulation. 

 

 
Figure 73 : PFGE avec, à gauche, le marqueur de taille Lambda et, à droite, le génome extrait des spores de Bacillus pumilus 

après digestion par NotI. 
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Figure 74 : Répartition de la taille des différents fragments du génome de Bacillus pumilus après digestion par NotI obtenus 

à partir de 3 PFGE différentes. 

 

Tableau 24 : Taille des fragments de Bacillus pumilus obtenus après digestion avec NotI 

Numéro du fragment Taille des fragments (kb) 
1 829,2 
2 441,4 
3 337 
4 306,3 
5 241 
6 204,1 
7 171,6 
8 151,4 
9 135,6 

10 102,7 
11 93,4 
12 73,6 
13 67,8 
14 60,5 
15 53,9 
16 49,4 
17 44,6 
18 41 
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Vérification de l’activité des Endonucléases 
 

Des essais préliminaires ont été réalisés pour valider l’activité des Endonucléases IV et V sur 
de l’ADN endommagé par l’exposition à des stress comme les UV ou la présence de H2O2 dans 
le milieu. Les endonucléases sont des nucléases qui coupent un acide nucléique en fragment 
plus courts. Elles sont capables de couper au sein de la chaîne contrairement aux exonucléases 
qui n’attaquent que les nucléotides situés aux extrémités des fragments. 

L’Endonucléase IV permet de révéler la présence de sites apurinique/apyrimidique, dits sites 
AP. Ces sites correspondent à la présence, sur un brin d’ADN, d’une délétion d’une base purine 
(adénine ou guanine) ou pyrimidine (thymine ou cytosine). L’enzyme va reconnaitre ce type 
de dommage et créer une coupure sur le brin complémentaire.  La T4 Endonucléase V permet 
de révéler la présence de dimères de pyrimidine. Cela correspond à une lésion moléculaire 
résultant d’une réaction photochimique entre des résidus de thymines ou cytosines adjacents, 
sur un même brin d’ADN. L’endonucléase coupe le brin opposé au dommage détecté (Figure 
75). 

La Nucléase S1, quant à elle, détecte les cassures simple brin. Elle est donc utilisée pour révéler 
la création de ce type de cassure par le faisceau d’électrons. La combinaison de cette enzyme 
avec l’une des endonucléases présentées précédemment permet également de révéler les 
cassures simple brin induites par la présence de site AP (site apurinique ou apyrimidique) ou 
de dimères de pyrimidine. 

 

 

Figure 75 : Principe de fonctionnement de la Nucléase S1 et des Endonucléases IV et V. 
C : Cytosine, G : Guanine, A : Adénine et T : Thymine. 
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La détection des dommages se fait sur le gel grâce à la comparaison des bandes des 
échantillons exposés par rapport au témoin (intensité de fluorescence, forme, position). 
Comme l’ADN n’est pas dénaturé, seules les cassures double brin pourront être détectées. Les 
enzymes utilisées pour révéler les différents types de dommage sont présentées dans le 
Tableau 25. 

 

Tableau 25: Enzymes utilisées pour révéler les différents types de dommages en utilisant la PFGE. 

 Type de dommages 

 Cassures 
double brin 
induit par le 
traitement 

Cassures simple 
brin induit par 
le traitement 

Site AP Dimères de 
pyrimidine 

Nucléase S1 - + + + 
Endonucléase IV - - + - 
Endonucléase V - - - + 

 

Le gel présenté en Figure 76 révèle que le témoin (puits 1) présente différentes bandes 
correspondant aux différents brins d’ADN digérés par l’enzyme de restriction NotI. Le 
protocole utilisé n’induit donc pas de cassures double brin qui auraient conduit à une absence 
de bandes et à l’apparition de « smears ». Les mêmes bandes, avec une intensité similaire, 
sont obtenues avec l’ajout de la Nucléase S1 (puits 2). Cette dernière permettant de détecter 
les cassures simple brin, il est ainsi possible de conclure que le protocole mis au point n’induit 
pas non plus de cassures simple brin. 

Dans le cas des échantillons traités avec les UV à une longueur d’onde de 254 nm, le puits 3 a 
un profil similaire à celui du puits 1. Le traitement n’a donc pas induit de cassures double brin. 
L’ajout de la Nucléase S1 conduit à l’apparition de « smears » (puits 4). Le traitement par UV 
induit donc des cassures simple brin. L’ajout de l’Endonucléase IV (puits 5) ne révèle pas la 
présence de sites AP étant donné le profil identique à celui du témoin.  L’addition de la 
Nucléase S1 et de l’Endonucléase IV (puits 6) conduit à l’apparition d’un « smear ». Son profil 
est identique à celui obtenu en puits 4 où seulement la Nucléase S1 était présente. Par 
conséquent, l’ajout de l’Endonucléase IV ne change pas le profil ce qui signifie que le 
traitement UV ne conduit pas à la création de site AP. Dans le puits 7, l’ajout de l’Endonucléase 
V montre la présence de dimères de pyrimidine avec un « smear » qui sort presque du gel, 
l’absence totale de bande et une intensité de signal faible. De nombreux fragments sont sortis 
du gel du fait de leur faible taille. Le traitement UV a donc conduit à la création d’un nombre 
important de dimères de pyrimidine qui sont révélés même en l’absence de la Nucléase S1. 
Des dimères de pyrimidine ont dû se créer sur des brins complémentaires conduisant à des 
coupures de part et d’autres des brins et, ainsi, à la création de fragments d’ADN. L’ajout de 
la Nucléase S1 révèle une absence totale de signal (puits 8). Tous les fragments d’ADN sont 
sortis du gel ce qui signifie qu’ils étaient de très petite taille et que la quantité de dimères de 
pyrimidine était très importante suite au traitement. 
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Les mêmes essais ont été réalisés en présence de peroxyde d’hydrogène (H2O2). Le puits 9 
étant similaire au puits témoin, aucune cassure double brin n’est révélée. L’ajout de la 
Nucléase S1 (puits 10) montre la présence d’un léger « smear » traduisant la présence de 
cassures simple brin. Le puits 11 est similaire au puits témoin ce qui ne permet pas de conclure 
quant à la création de sites AP suite au traitement. Par contre, le puits 12 où la Nucléase S1 
est ajoutée à l’Endonucléase IV révèle la présence de ces sites par l’apparition d’un « smear ». 
La présence de l’Endonucléase seule ne montre pas de création de dimères de pyrimidine suite 
au traitement étant donné que le profil est identique à celui du témoin. L’ajout de la Nucléase 
S1 permet de révéler la présence de dimères de pyrimidine, en quantité moins importante 
que les sites AP. 

 

 
Figure 76 : PFGE sur l’ADN extrait de Bacillus pumilus sous forme sporulée n'ayant pas subi de traitement par les faisceaux 

d’électrons. 
Le marqueur de taille est Lambda (48,5-1 000 kb, Bio-Rad). 
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En conclusion, les UV conduisent à la création de cassures simple brin et à une quantité 
importante de dimères de pyrimidine. Le peroxyde d’hydrogène induit des cassures simple brin, 
la création de sites AP et de dimères de pyrimidine. Ces constatations confirment ce qui a déjà 
été montré dans la littérature et viennent ainsi valider l’activité des enzymes utilisées par la 
suite pour l’analyse de l’intégrité de l’ADN [128,163,164]. 

 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Deux types de traitement ont été appliqués pour les bactéries végétatives : 

1. 2 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm de la fenêtre d’extraction ce qui correspond à 
la dose permettant d’avoir une diminution logarithmique de 6 log10 

2. 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm de la fenêtre d’extraction ce qui correspond à 
la dose déposée pour les essais sur les spores. 

Pour le premier type de traitement, la diminution logarithmique obtenue est de 6,7 ± 0,4 log10. 
Le gel est présenté en Figure 77. Les puits 1 et 2 valident le protocole en ne révélant pas de 
cassures double ou simple brin, respectivement. Dans le puits 3, il apparait clairement que des 
cassures double brin surviennent après l’exposition au faisceau d’électrons. Le puits 4, par 
l’ajout de la Nucléase S1, permet de montrer que des cassures simple brin sont apparues car 
le « smear » obtenu a migré plus loin que sans l’ajout de l’enzyme. 

Les puits 5 et 6 confirment que l’ajout de l’Endonucléase IV n’induit pas de cassures double 
brin (puits 5) ni simple brin (puits 6) à l’ADN du témoin. En effet, les bandes obtenues sont 
comparables à celles obtenues pour les témoins des puits 1 et 2. La présence de 
l’Endonucléase IV dans le puits 7 montre la présence d’un « smear » qui a un profil identique 
à celui du puits sans Endonucléase IV (puits 3). Dans le puits 8, l’ajout de la Nucléase S1 ne 
permet pas de révéler de cassures simple brin supplémentaires par rapport au puits 5 ce qui 
signifie que le traitement ne semble pas induire la création de sites AP. 

Les puits 9 et 10 confirment que l’ajout de l’Endonucléase V n’induit pas de cassures double 
brin ni simple brin, respectivement. En effet, les bandes obtenues sont comparables à celles 
obtenues pour les témoins des puits 1 et 2. Le profil de migration obtenu au niveau du puits 
11 en présence de l’Endonucléase V ne présente pas de différence avec celui obtenu dans le 
puits 3. Cependant, l’ajout de la Nucléase S1 permet de constater que le « smear » 
obtenu migre plus loin dans le gel comparativement au puits 4. Des dimères de pyrimidine 
sont mis en évidence. 

Le traitement par faisceau d’électrons induit donc des cassures simple et double brin ainsi que 
la création de dimères de pyrimidine au niveau de l’ADN des bactéries traitées. 
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Figure 77: PFGE sur Bacillus pumilus sous forme végétative sans traitement (puits 1, 2, 5, 6, 9 et 10) et après 2 impulsions de 

10 ns à 100 Hz et 2 cm (puits 3, 4, 7, 8, 11 et 12). 

 

Pour le second traitement, la dose déposée est équivalente à celle déposée lors du traitement 
des spores. Elle est 5 fois plus élevée que celle déposée lors du premier type de traitement. 
Le gel obtenu est présenté en Figure 78. La réalisation de deux essais avec des doses déposées 
différentes va permettre de comparer si l’augmentation de la dose conduit à une 
augmentation des dommages. Les puits 1 et 2 permettent de révéler que le protocole 
d’extraction de l’ADN ne conduit pas à la création de cassures double et simple brin, 
respectivement. Les fragments obtenus après le traitement avec NotI sont en effet ceux 
attendus. Le puits 3 correspond aux bactéries traitées avec 10 impulsions de 10 ns. Les bandes 
correspondant aux fragments d’ADN ont complètement disparues et un « smear » d’intensité 
très faible est présent en bas du gel. Par conséquent, le traitement appliqué a créé des 
cassures double brin au niveau de l’ADN. 
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Dans le puits 4, la Nucléase S1 est présente. Un « smear » est également obtenu. Il est très 
difficile de percevoir une différence entre le puits 3 et le puits 4. 

 

 
Figure 78 : PFGE sur Bacillus pumilus sous forme végétative sans traitement (puits 2 et 3) et après 10 impulsions de 10 ns à 

100 Hz et 2 cm (puits 4 et 5). 
Le marqueur de taille est Lambda (48,5-1 000 kb ; Bio-Rad). 

 

La comparaison des gels montre que les cassures au niveau de l’ADN sont plus importantes 
quand la dose déposée augmente. En effet, le « smear » obtenu au niveau des puits 3 et 4 
pour 10 impulsions est presque entièrement sorti du gel contrairement au gel obtenu dans le 
cas de 2 impulsions. 

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

Les échantillons ont été traités avec 10 impulsions de 10 ns à 100 Hz et à une distance de 2 
cm de la fenêtre d’irradiation. Une comparaison de l’intégrité de l’ADN entre les échantillons 
témoin et les essais est présentée en Figure 79. 

Les puits 1 et 2 permettent de valider que le protocole d’extraction de l’ADN ne conduit pas à 
des cassures double ou simple brin, respectivement. Les profils de migration sont identiques 
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à celui obtenu en Figure 73. Il est donc possible d’utiliser ces puits comme référence pour 
l’analyse des puits essais. Dans le puits 3, aucune enzyme, hormis NotI, n’est mise au contact 
de l’ADN. La présence de « smears » dans ce puits met donc en évidence la présence de 
cassures double brin suite au traitement. L’ajout de la Nucléase S1, dans le puits 4, montre 
l’apparition d’un « smear » plus bas dans le gel par rapport à celui du puits 3. L’ajout de la 
Nucléase S1 conduit à la production de plus petits fragments révélant que des cassures simple 
brin sont produites par le traitement. 

Les puits 5 et 6 ne montrent pas de différences avec le puits 1 et 2, puits témoins. Les bandes 
sont distribuées de manière identique et aucun « smear » n’est visible. L’ajout de 
l’Endonucléase IV dans le milieu et l’absence de modifications des bandes montrent que le 
protocole ne crée pas de site AP. Les échantillons vont ainsi pouvoir être analysés. Dans le 
puits 7, un « smear » apparait ce qui révèle une modification de l’ADN. L’aspect de ce  
« smear » est identique à celui du puits 3. L’ajout de l’Endonucléase IV ne conduit pas à de 
nouvelles cassures des fragments. Le puits 9 présente également un « smear » mais avec un 
profil identique à celui du puits 5. Par conséquent, l’ajout de l’Endonucléase IV ne révèle pas 
de sites AP produits par le traitement par faisceaux d’électrons.  

Les puits 9 et 10 servent de validation du protocole d’extraction. Le puits 9 ne montre pas de 
dégradation de l’ADN. Le protocole n’induit pas une création importante de dimères de 
pyrimidine qui conduirait à la création de cassures double brin en présence de l’Endonucléase 
V. Le profil obtenu en puits 11 est semblable à celui du puits 3 et ne permet pas de mettre en 
évidence la présence de dimères de pyrimidine suite au traitement. Par contre, dans le puits 
10, une perte de signal au niveau des bandes est observée. L’ajout de l’Endonucléase V 
combiné à l’action de la Nucléase S1, révèle la présence de dimères de pyrimidine sur 
l’échantillon témoin. Par conséquent, la dégradation plus importante des fragments du puits 
12 par rapport au puits 4 peut révéler soit la présence de dimères de pyrimidine soit la 
dégradation des fragments au contact de cette enzyme. Ce résultat est assez surprenant car 
un tel phénomène ne sera pas observé avec les spores préparées pour les décharges 
électriques. 
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Figure 79 : PFGE sur les souches de Bacillus pumilus sous forme sporulée sans traitement (puits 2, 3, 6 et 7) et après 10 

impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm (puits 4, 5, 8 et 9).  
Le marqueur de taille est Lambda (48,5-1 000 kb ; Bio-Rad). 

 

En conclusion, différents types de lésions ont été détectées. Chez les bactéries végétatives, des 
cassures double et simple brin ont été mises en évidence ainsi que la présence de dimères de 
pyrimidine. L’occurrence de ces cassures est liée à la dose reçue par la bactérie. Pour les spores, 
des cassures double et simple brin ainsi que la possible présence de dimères de pyrimidine suite 
au traitement ont été révélées par les gels. Ces dommages permettent d’expliquer, au moins 
en partie, le phénomène conduisant à la mort bactérienne. Tout d’abord, les cassures double 
brin sont des lésions létales majeures. Elles peuvent être réparées par la bactérie soit par 
recombinaison homologue soit par jonction d’extrémités non homologue. La recombinaison 
homologue consiste en la résection 5’-3’ des brins d’ADN, puis, un ADN homologue est utilisé 
pour recopier la région perdue lors de la cassure. La réparation par jonction d’extrémités non 
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homologues soude directement les deux extrémités de la liaison [165]. Ce type de dommages 
est le plus complexe à réparer pour la bactérie. Les autres dommages détectés (cassures simple 
brin et dimères de pyrimidine) sont également des facteurs conduisant à l’activation du 
système de réparation de l’ADN. Si les enzymes de réparation ne sont pas fonctionnelles, ces 
réparations ne pourront pas se faire ce qui conduira à la mort de la bactérie. 

 

3.6.3. Etude des effets au niveau des protéines 
 

Les protéines jouent un rôle essentiel pour la survie des bactéries que ce soit pour réparer les 
dommages à l’ADN ou encore réguler les échanges avec le milieu extérieur. Il est donc 
également important de s’intéresser à l’effet du traitement sur les protéines. 

Deux méthodes ont été utilisées : 

- L’analyse sur gel SDS-PAGE 
- L’analyse par spectrométrie de masse. 

Le gel SDS-PAGE permet d’évaluer l’intégrité des protéines. La migration des bandes dans ce 
type de gel dépend du poids moléculaire des protéines. Une dégradation peut conduire à la 
création de fragments de taille inférieure, qui vont migrer plus vite dans le gel. La disparition 
de certaines bandes, leur atténuation ou l’apparition de « smear » par rapport au puits témoin 
sont révélateurs de cassures au niveau des liaisons peptidiques. Si trop peu de protéines sont 
affectées, il ne sera pas possible de les détecter. L’identification des protéines dégradées ne 
sera pas possible. Ces deux limites de la méthode peuvent être compensées par l’utilisation 
de la spectrométrie de masse (MS). Après digestion des protéines, ces dernières vont être 
dégradées en petits fragments peptidiques. La MS révèle l’intensité des peptides présents et 
permet de faire une comparaison entre les échantillons témoin et les échantillons irradiés. Il 
est ainsi possible de quantifier et d’identifier les protéines dont la proportion varie entre le 
témoin et l’essai. 

Ces analyses ont été effectuées en triplicat sur la forme végétative et la forme sporulée de 
Bacillus pumilus. 

 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Gel SDS-PAGE 
 

Pour être certain de déposer la même quantité de protéines dans chaque puits, un dosage des 
protéines est effectué à l’aide du kit DC Protein Assay II (Bio-Rad). Les résultats du dosage sont 
présentés dans le Tableau 26. Les concentrations de protéines dans les échantillons sont 
similaires pour les triplicatas ce qui montre la reproductibilité du protocole d’extraction. 

Les essais ont été réalisés en triplicata à partir de trois cultures différentes. 
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Tableau 26 : Dosage des protéines contenues dans les échantillons à partir de différentes cultures de Bacillus pumilus 
végétative avant et après le traitement avec 2 impulsions de 10 ns à 2 cm et 100 Hz. 

 Concentration en protéines des échantillons (mg/mL) 

Végétatives 1 2 3 Moyenne sans 
dilution 

Ecart-
type 

Témoin culture 1, dilution 1/4 0,696 0,669 0,631 2,661 0,131 
Essai culture 1, dilution 1/4 0,718 0,718 0,772 2,943 0,125 
Témoin culture 2, dilution 1/4 0,712 0,669 0,658 2,719 0,115 
Essai culture 2, dilution 1/4 0,745 0,696 0,707 2,863 0,103 
Témoin culture 3, dilution 1/4 0,756 0,685 0,712 2,871 0,142 
Essai culture 3, dilution 1/4 0,729 0,723 0,739 2,921 0,033 

 
Le gel obtenu sur les trois cultures de Bacillus pumilus est présenté ci-dessous. Dans les puits 
numérotés 1, 3 et 5, il s’agit des témoins. Les différentes bandes obtenues sont comparées 
avec celles des puits 2, 4 et 6, respectivement, qui correspondent à des bactéries ayant reçues 
2 impulsions à 2 cm et 100 Hz. Le profil est identique entre les témoins et les essais. Par 
conséquent, il n’est pas possible de révéler de modifications au niveau des protéines extraites 
par le gel SDS-PAGE, soit parce qu’il n’y a pas de modifications, soit parce qu’elles sont 
minimes et de ce fait non décelables. Le génome de Bacillus pumilus comprend 3894 gènes 
dont 3741 codant pour des protéines (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). La technique 
d’extraction ne permet pas d’extraire toutes les protéines, comme nous le verrons dans le 
paragraphe suivant. Il est difficile sur un gel SDS-PAGE de pouvoir observer un changement au 
niveau des protéines si une majorité de protéines n’est pas touchée. 
 

 
 

Figure 80 : Gel SDS-PAGE de la forme végétative de Bacillus pumilus avant (puits 1, 3 et 5) et après (puits 2, 4 et 6) 
traitement par les faisceaux d’électrons. 

MT est le marqueur de taille Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope 
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Une analyse protéomique a donc été réalisée afin de pouvoir détecter les protéines extraites 
et de comparer leur quantité entre les témoins et les essais. Cette technique permettra 
également d’identifier la quantité de peptides détectés entre le témoin et l’essai. 

 

Analyse par spectrométrie de masse 
 

Stratégies pour révéler les protéines affectées par le traitement 
 

Afin de révéler le maximum de protéines potentiellement endommagées par le traitement, 
deux stratégies sont mises en œuvre : 

- A partir des protéines : cette méthode est classiquement utilisée pour l’identification 
et la quantification de protéines sur- ou sous-exprimées. L’analyse est réalisée à partir 
de la liste des protéines identifiées. Les protéines sont validées par le logiciel Proline 
selon des seuils de validation admis. La sur- ou sous-expression est évaluée par le ratio 
entre les échantillons « essai » et « témoin » et une valeur statistique après un t-test 
avec une p-value<0,05. 

- A partir des peptides spécifiques : l’analyse se fait à partir des fichiers bruts regroupant 
l’ensemble des peptides identifiés. Le ratio entre les échantillons « essai » et 
« témoin » est calculé pour identifier les peptides sur- et sous-exprimés. Seuls les 
peptides spécifiques d’une protéine sont utilisés. En effet, les autres peptides non-
spécifiques, dit partagés, peuvent correspondre à plusieurs protéines et biaiser la 
révélation de la protéine sous-exprimée. Par conséquent, l’étude ne permettra pas de 
révéler toutes les protéines sur- et sous-exprimées par le traitement mais permettra 
de compléter la première stratégie. 

 

Classification des protéines de Bacillus pumilus 
 

Il est apparu intéressant de connaitre la répartition des protéines au sein de la bactérie Bacillus 
pumilus, correspondant au taxon 1408. Un taxon correspond à une entité d’êtres vivants 
regroupés parce qu’ils possèdent des caractères communs. Le site QuickGO a été utilisé car il 
regroupe un nombre important d’informations sur Bacillus pumilus. L’ensemble des gènes 
répertoriés sur le site est analysé de manière à obtenir des camemberts de répartition. La 
Figure 81 montre la classification des protéines en fonction du terme de localisation qui leur 
est associé, nommé terme GO. Chaque segment de camembert donne le nombre de protéines 
et leur proportion. Parmi les grandes catégories, 35% des protéines identifiées sont 
membranaires, 33% font partie intégrante de la membrane, c’est-à-dire ont au moins une 
partie de leur séquence dans la région hydrophobe de la membrane, 9% sont présentes au 
niveau de la membrane plasmique, 11% se trouvent dans le cytoplasme. Il est important de 
noter que plusieurs identifications de localisation peuvent correspondre à une même protéine 
et, à l’inverse, que l’ensemble des protéines référencées n’a pas forcément de localisation 
connue. Ce camembert ne représente donc pas la répartition de l’ensemble des protéines de 
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Bacillus pumilus au sein de la bactérie mais montre la répartition des protéines en fonction de 
leur(s) terme(s) GO. 

 

 
Figure 81 : Répartition de la localisation des protéines de Bacillus pumilus dans la base de données QuickGO. 

 

Il en est de même pour les processus biologiques. Les grandes catégories pour cette 
classification sont les protéines impliquées dans les procédés d’oxydo-réduction (6%), la 
régulation de la transcription (5%), les procédés métaboliques (5%), le transport 
transmembranaire (5%), la transcription (4%) et la phosphorylation (3%). Il existe 692 autres 
processus biologiques dans lesquels sont classées les protéines de Bacillus pumilus. 
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Figure 82 : Répartition des processus biologiques des protéines de Bacillus pumilus dans la base de données QuickGO. 

 

Analyse des protéines extraites 
 

L’extraction des trois échantillons biologiques a permis d’identifier en moyenne 1422 
protéines pour le témoin et 1318 protéines pour l’essai. 

 

Analyse quantitative à partir des protéines 
 

Cette stratégie permet de déterminer toute variation de protéine entre deux conditions. Une 
protéine variante est révélée ; elle est sous-exprimée 2,9 fois chez l’essai par rapport au 
témoin (Figure 83). Il s’agit d’une aminohydrolase dont la localisation n’est pas connue mais 
qui est classée dans les processus métaboliques, c’est-à-dire les réactions chimiques et les 
voies par lesquelles les organismes vivants transforment les substances chimiques. Des 
processus métaboliques transforment typiquement de petites molécules, mais incluent aussi 
des processus macromoléculaires comme la réparation et la réplication de l'ADN et la 
synthèse et la dégradation de protéines [155]. La dégradation de cette protéine pourrait 
expliquer l’effet bactéricide induit par le faisceau d’électrons sur Bacillus pumilus. 
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Figure 83 : Volcanoplot représentant le ratio entre les protéines révélées sur les échantillons essais et témoin pour 

Bacillus pumilus sous forme végétative. 

 

Analyse quantitative à partir des peptides spécifiques 
 

Pour rappel, seuls les peptides spécifiques seront considérés car ils permettent de remonter 
directement aux protéines. Dans notre cas, la proportion de peptides spécifiques par rapport 
à l’ensemble des peptides identifiés est d’environ 32%.  

L’analyse quantitative est basée sur l’intégration du signal MS relatif à un peptide. Lorsqu’il ne 
possède pas de données d’intensité de signal, on parle alors de valeur manquante. 

L’analyse quantitative est réalisée selon quatre critères résumés dans le Tableau 27. 
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Tableau 27 : Résumé des quatre critères considérés pour l’analyse quantitative à partir des peptides. Le T représente les 
valeurs obtenues pour témoin et le E celles pour l’essai. 

Critère Paramètre obtenu pour un peptide Valeur 

T/E Ratio d’intensité entre témoin et essai >4 
p-value <0,05 

E absent Ratio d’intensité entre témoin et essai Infinie (pas de valeur pour l’essai) 
p-value <0,05 

E/T Ratio d’intensité entre témoin et essai <0,25 
p-value <0,05 

T absent Ratio d’intensité entre témoin et essai 0 (pas de valeur pour le témoin) 
p-value <0,05 

 

Les peptides spécifiques répondant à l’un des critères ci-dessus sont répertoriés. Cette liste va 
permettre de révéler les protéines affectées par le traitement. Le numéro d’accession 
correspondant au gène codant pour la protéine est entré dans le logiciel QuickGO. Il va nous 
donner les différents termes GO (Gene Ontology) correspondant à chaque protéine. Le terme 
GO est le terme qui décrit soit la localisation de la protéine dans la bactérie, soit le processus 
biologique dans lequel la protéine est impliquée. Une même protéine peut avoir plusieurs 
termes GO de localisation. Il en est de même pour les processus biologiques. A contrario, il est 
possible que certaines protéines n’aient pas de localisations ou de processus biologiques 
répertoriés dans la banque de données de QuickGO. 

La Figure 84 résume les différentes étapes qui permettront d’accéder à ces termes GO. 

 

 
Figure 84 : Résumé des étapes de l'analyse protéomique quantitative à partir des peptides. 
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Dans le cas présent, la liste des protéines identifiées est présentée en Annexe 2 : Liste des 
protéines sous-exprimées chez Bacillus pumilus après le traitement par le faisceau d’électrons 
et en Annexe 3 : Liste des protéines surexprimées chez Bacillus pumilus après le traitement 
par le faisceau d’électrons. Le Tableau 28 résume le nombre de protéines identifiées pour 
chaque critère. 

 

Tableau 28 : Nombre de protéines quantifiées après l'application de 2 impulsions de 10 ns à 2 cm et 100 Hz pour Bacillus 
pumilus. 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

T/E 7 
E absent 2 
E/T 4 
T absent 1 

 

A partir de la liste des protéines obtenues, le logiciel va donner les différents termes GO 
correspondant à chaque protéine. 

Nous commencerons par présenter les résultats de localisation obtenus. Pour le critère ‘T/E’, 
seulement 2 protéines sont répertoriées dans la base de données. Pour l’une d’entre elle, deux 
termes GO sont référencés : membrane et membrane plasmique ce qui conduit à l’obtention 
de 3 termes GO pour ce critère. Pour le critère ‘E absent’, le logiciel n’a aucune donnée de 
localisation pour les 2 protéines révélées. 

La Figure 85 résume la localisation des protéines. L’analyse révèle que le traitement induit des 
modifications au niveau de la membrane et du cytoplasme. Ces modifications peuvent soient 
être dues à des dommages au niveau de la protéine, soient être expliquées par une moins 
bonne extraction des protéines suite au traitement. 

 

 
Figure 85 : Localisation des protéines sous-exprimées par le traitement après 2 impulsions de 10 ns à 100 Hz et 2 cm sur 

Bacillus pumilus.  
Le T/E représente le ratio entre le témoin et l’essai pour un peptide spécifique donné. Le E absent correspond aux protéines 

dont la quantité de peptide spécifique est nulle pour l’essai. 
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Dans le cas de l’analyse des processus biologiques, toutes les protéines répondant au critère 
‘T/E’ sont répertoriées dans la base de données des processus biologiques et une protéine 
pour le critère ‘E absent’. Comme précédemment, certaines protéines ont plusieurs termes 
GO. En effet, la catégorie processus de biosynthèse de la valine est une sous-catégorie des 
processus de biosynthèse des acides aminés à chaine ramifiée, elle-même sous-catégorie du 
processus de biosynthèse des acides aminés (Figure 86). Ces trois termes correspondent 
cependant à une seule protéine. 

 

 
Figure 86 : Représentation typique des termes GO obtenus avec le logiciel QuickGO. Chaque case représente un terme GO. 
Les liens entre les différents termes sont matérialisés par une flèche noire. Encadré en rouge, un exemple de trois termes 

GO obtenus pour une même protéine. 
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La Figure 87 rassemble les processus biologiques des protéines sous-exprimées après le 
traitement. La voie la plus représentée est celle de la biosynthèse des acides aminés à chaine 
ramifiée (isoleucine, leucine ou valine). Le processus biologique de biosynthèse des acides 
aminés désigne les réactions chimiques et les voies conduisant à la formation d’acides aminés 
[155]. Dans la catégorie ‘T/E’, seulement une protéine n’est pas répertoriée. Il est donc 
possible de dire que les voies principalement affectées par le traitement sont les processus 
biologiques conduisant à la synthèse des acides aminés, qui conduiront ensuite aux protéines. 
L’altération de ces voies par le traitement peut expliquer le phénomène bactéricide de la 
technologie. Il est également possible que le traitement ait engendré des modifications, par 
exemple au niveau de la membrane, conduisant à une moins bonne accessibilité de ces 
protéines lors du protocole d’extraction. 

 

 
Figure 87 : Processus biologiques des protéines sous-exprimées par le traitement après 2 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur 

Bacillus pumilus.  
Le T/E représente le ratio entre le témoin et l’essai pour un peptide spécifique donné. Le E absent correspond aux protéines 

dont la quantité de peptide spécifique est nulle pour l’essai. 
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Pour les deux critères révélant une surexpression de la protéine, une analyse des termes GO 
de localisation est faite. Pour le cas ‘E/T’, seulement une protéine sur les 4 est répertoriée et 
aucune pour le critère ‘T absent’. La protéine révélée est une protéine du cytoplasme, la L-
lactate déshydrogénase. Cette enzyme catalyse la transformation du pyruvate en L-lactate, 
utilisé chez les bactéries lactiques en substitution au processus de respiration [155]. 

 

Dans la base de données des processus biologiques, pour le critère ‘E/T’, 2 protéines sont 
répertoriées et une protéine pour le critère ‘T absent’. Une protéine peut être impliquée dans 
différents processus biologiques. C’est d’ailleurs ce qui ressort ici avec 2 protéines 
répertoriées pour le critère ‘E/T’ et 7 processus biologiques correspondant. La Figure 88 
résume les processus biologiques des protéines. 

Au vu des conditions d’analyse, la surexpression de protéines ne peut être expliquée que par 
une meilleure accessibilité de ces protéines lors de l’extraction. 

 

 
Figure 88 : Processus biologiques des protéines surexprimées après le traitement après 2 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur 

Bacillus pumilus.  
Le E/T représente le ratio entre le témoin et l’essai pour un peptide spécifique donné. Le T absent correspond aux protéines 

dont la quantité de peptide spécifique est nulle pour le témoin. 
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Une analyse protéomique a ensuite été faite. La protéine révélée par l’analyse des protéines a 
également été décelée par l’analyse des peptides spécifiques dans le cas ‘T/E’. Cette 
observation montre la complémentarité des méthodes. 

L’analyse quantitative à partir des peptides spécifiques a permis de révéler des protéines qui 
ont subi une modification après irradiation que ce soit une sous- ou une surexpression. Pour 
les protéines qui sont sous-exprimées après le traitement, il y a des protéines du cytoplasme et 
de la membrane. Le procédé affecte donc l’ensemble de la bactérie. Pour les protéines 
surexprimées, une protéine du cytoplasme est révélée, les autres n’étant pas référencées dans 
la base de données de QuickGO. Cette analyse a également permis de voir qu’un nombre 
important de processus est affecté par le traitement avec notamment les processus de 
biosynthèse des acides aminés. L’effet bactéricide des faisceaux d’électrons pulsés pourrait 
donc venir d’une dégradation des protéines. 

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 
Gel SDS-PAGE 
 

La concentration en protéines des différents essais est reportée dans le Tableau 29. Les valeurs 
de concentration des triplicats sont similaires. Le protocole employé est donc reproductible 
d’une expérience à l’autre. 

 

Tableau 29 : Dosage des protéines contenues dans les échantillons à partir d'une solution de spores de Bacillus pumilus. 

 Concentration en protéines des échantillons (mg/mL) 

Spores 1 2 3 Moyenne sans 
dilution Ecart-type 

Témoin culture 1, dilution 1/2 0,439 0,444 0,454 0,891 0,016 
Essai culture 1, dilution 1/2 0,485 0,469 0,464 0,945 0,021 
Témoin culture 2, dilution 1/2 0,480 0,469 0,428 0,918 0,054 
Essai culture 2, dilution 1/2 0,480 0,480 0,454 0,942 0,030 
Témoin culture 3, dilution 1/2 0,510 0,495 0,495 1,000 0,018 
Essai culture 3, dilution 1/2 0,551 0,541 0,541 1,089 0,012 

 

Le gel SDS-PAGE obtenu est présenté en Figure 89. Les puits numérotés 1, 3 et 5 
correspondent aux témoins. Les différentes bandes obtenues sont comparées avec celles des 
puits 2, 4 et 6, respectivement, qui correspondent aux spores de Bacillus pumilus traitées par 
10 impulsions à 2 cm et 100 Hz. Comme pour les formes végétatives, les profils ne révèlent 
pas la formation de « smear », ni d’apparition ou de disparition de bandes. Il n’est pas possible 
de révéler de modifications au niveau des protéines extraites par le gel SDS-PAGE. 
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Figure 89 : Gel SDS-PAGE des spores de Bacillus pumilus avant (puits 1, 3 et 5) et après (puits 2, 4 et 6) traitement par les 

faisceaux d’électrons. 
MT est le marqueur de taille Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope 

 

L’analyse protéomique permettra de comparer les différentes protéines extraites entre les 
échantillons témoin et essai. 

 

Analyse par spectrométrie de masse 
 

Analyse des protéines extraites 
 

L’extraction des trois échantillons biologiques a permis d’identifier une moyenne de 1266 
protéines pour le témoin et 1249 protéines pour l’essai. 

 

Analyse quantitative à partir des protéines 
 

En considérant les hypothèses décrites dans le chapitre 2.14 « Etude des protéines/Extraction 
et analyse des données », l’analyse quantitative à partir des protéines ne révèle aucune 
protéine sur- ou sous-exprimées entre les témoins et les essais (Figure 90). 
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Figure 90 : Volcanoplot représentant le ratio entre les protéines révélées sur les échantillons essais et témoin pour les 

spores de Bacillus pumilus. 

 

Analyse quantitative à partir des peptides spécifiques 
 

Pour les spores de Bacillus pumilus, la proportion de peptides spécifiques par rapport à 
l’ensemble des peptides identifiés est d’environ 34%.  

La stratégie consistant à analyser les peptides spécifiques est complémentaire à celle des 
protéines. En effet, cette stratégie a permis de révéler de nouvelles protéines d’intérêt. La 
liste des protéines d’intérêt se trouve en Annexe 4 : Liste des protéines sous-exprimées chez 
les spores de Bacillus pumilus après le traitement par le faisceau d’électrons et Annexe 5 : 
Liste des protéines surexprimées chez les spores de Bacillus pumilus après le traitement par 
le faisceau d’électrons. Le Tableau 30 résume les résultats obtenus avec cette approche en 
fonction du critère considéré. 
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Tableau 30 : Nombre de protéines quantifiées après l'application de 10 impulsions à 2 cm et 100 Hz pour Bacillus pumilus 
sporulé 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

T/E 2 
E absent 4 
E/T 8 
T absent 0 

 

Dans un premier temps une analyse de la localisation des protéines sous-exprimées a été faite. 
Pour le critère ‘T/E’, les 2 protéines sont répertoriées dans la base de données de localisation 
et une protéine sur les 4 pour le critère ‘E absent’. Sur les 2 protéines du critère ‘T/E’, une 
protéine possède deux termes GO, membrane et composant intégral de la membrane. Pour 
le critère ‘E absent’, la protéine est également classée dans ces deux catégories. Il est possible 
de constater que le traitement crée des dommages au niveau des protéines membranaires et 
cytoplasmiques. La Figure 91 présente la localisation des protéines révélées dans le cas des 
protéines sous-exprimées après le traitement. 

 

 
Figure 91 : Localisation des protéines sous-exprimées par le traitement après 10 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur Bacillus 

pumilus sporulé. 
Le T/E représente le ratio entre le témoin et l’essai pour un peptide spécifique donné. Le E absent correspond aux protéines 

dont la quantité de peptide spécifique est nulle pour l’essai. 

 

Ensuite, la base de données des processus biologiques répertorie une protéine pour le critère 
‘T/E’ et trois protéines pour le critère ‘E absent’. La protéine correspondant au critère ‘T/E’ a 
3 termes GO correspondant : le sauvetage de l’inosine monophosphate, le processus 
métabolique des nucléosides et le sauvetage des nucléotides puriques. Pour le critère ‘E 
absent’, l’une des trois protéines répertoriées a deux termes GO correspondants : le processus 
métabolique et le cycle de Krebs. Le cycle de Krebs étant une sous-catégorie des processus 
métaboliques. Les deux autres protéines sont impliquées, pour l’une, dans le processus 
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métabolique des lipides et, pour l’autre, dans les processus de biosynthèse. La Figure 92 
présente les différents processus identifiés. 

 

 
Figure 92 : Processus biologiques des protéines sous-exprimées par le traitement après 10 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur 

Bacillus pumilus sporulé. 
Le T/E représente le ratio entre le témoin et l’essai pour un peptide spécifique donné. Le E absent correspond aux protéines 

dont la quantité de peptide spécifique est nulle pour l’essai. 

 

Dans un second temps, les protéines surexprimées post-traitement sont analysées en 
commençant par l’analyse de leur terme GO de localisation. 

Pour le ‘E/T’, seulement 3 protéines sur les 8 identifiées sont répertoriées dans la base de 
données de localisation. Parmi ces protéines, une protéine est membranaire et répertoriée 
avec différents termes GO (membrane, composant intégral de la membrane, intracellulaire, 
membrane plasmique).  Elle est nommée secD et correspond à une sous-unité du complexe 
nommé secDF nécessaire à la translocation de protéines à travers la membrane chez Bacillus 
subtilis [166]. Les deux autres protéines sont cytoplasmiques. L’une d’elles fait partie du 
complexe enzymatique du cycle de Krebs. Le cycle de Krebs est situé à un carrefour des 
métabolismes glucidique, lipidique et protéique. Il permet de dégrader le glucose, les acides 
gras ou les protéines afin de produire de l’énergie sous forme d’ATP. 

La Figure 93 présente les résultats obtenus. 
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Figure 93 : Localisation des protéines mieux extraites suite au traitement après 10 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur Bacillus 

pumilus sporulé. 
Le E/T représente le ratio entre l’essai et le témoin pour un peptide spécifique donné. 

 

Pour les processus biologiques, le critère ‘E/T’ répertorie 8 protéines dont 5 référencées dans 
la base de données de QuickGO. Le logiciel associe ces 5 protéines à 13 termes GO différents. 
Le traitement par faisceaux d’électrons conduit à une meilleure extraction des protéines 
impliquées dans des processus biologiques ayant lieu dans le cytoplasme (le cycle de Krebs, 
par exemple) ou au niveau de la membrane (le transport des protéines, par exemple). La 
Figure 94 indique les processus biologiques des protéines d’intérêt. 
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Figure 94 : Processus biologiques des protéines mieux extraites par le traitement après 10 impulsions à 100 Hz et 2 cm sur 

Bacillus pumilus sporulé. 
Le E/T représente le ratio entre l’essai et le témoin pour un peptide spécifique donné. 

 

En conclusion, l’analyse avec le gel SDS-PAGE n’a pas permis de mettre en évidence de 
dégradation des protéines après le traitement. En revanche, le gel a permis à l’équipe 
‘Protéomiques et Spectrométrie de masse des biomolécules’ de l’IPBS, de valider que la 
quantité de protéines était suffisante pour l’analyse protéomique. 

L’utilisation de deux stratégies d’analyse a permis de révéler différents types de protéines 
affectées par le traitement, présentes à la fois au niveau de la membrane et du cytoplasme. 
Ces protéines sont impliquées dans différents processus biologiques et la dégradation de ces 
macromolécules peut expliquer la mort bactérienne suite au traitement. La meilleure 
extraction de certaines protéines après le traitement suggère également que d’autres 
interactions entre le faisceau et la bactérie peuvent exister. 

En revanche, ces deux stratégies ne permettent pas d’identifier toutes les protéines affectées 
par le traitement. Un autre point limitant est la non-connaissance de toutes les protéines de 
Bacillus pumilus, tant au niveau de leur localisation que de leur implication dans des processus 
biologiques. 
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Enfin, la comparaison des protéines sous- et surexprimées par le traitement, entre la forme 
végétative et la forme sporulée, ne révèle pas de protéines communes. L’organisation 
différente de ces deux formes affecte certainement l’efficacité d’extraction des protéines. 

 

Globalement, dans ce chapitre, les essais menés sur Bacillus pumilus pour expliquer l’efficacité 
du générateur de faisceau d’électrons pulsés ont permis de révéler que la fréquence de 
répétition des impulsions ne modifie pas l’efficacité du système. C’est la dose reçue par les 
bactéries qui va dicter la diminution logarithmique obtenue. L’observation de la paroi des 
bactéries n’a pas révélé de modifications morphologiques que ce soit pour la forme végétative 
ou sporulée. Cependant, les mesures d’hydrophobicité de la paroi des bactéries végétatives ont 
montré une diminution de ce paramètre. Une dégradation des acides teichoïques pourrait 
expliquer cette observation. C’est l’une des perspectives de recherches envisagées pour la suite 
des travaux. Par contre, l’architecture intracellulaire ne présente pas de changement après le 
traitement. Pour la forme végétative, les analyses de l’ADN génomique montrent l’apparition 
de cassures simple et double brin ainsi que de dimères de pyrimidine. Pour la forme sporulée, 
seules les cassures simple et double brin ont été clairement mises en évidence.  

Enfin, l’analyse des protéines, que ce soit pour les bactéries sous forme végétative ou sporulée, 
a mis en évidence : 

- Une moins bonne extraction ou une dégradation des protéines membranaires et 
cytoplasmiques suite au traitement, affectant différents processus biologiques 
indispensables à la survie des bactéries. 

- Une meilleure extraction des protéines membranaires ou cytoplasmiques laissant 
entendre une modification au niveau, par exemple, de la membrane des bactéries. 
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Chapitre 4. Étude des effets des décharges électriques 
 

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les effets du traitement par décharges électriques sur 
les bactéries. Au préalable des expériences sur les bactéries, le courant et la tension délivrés 
par les décharges électriques seront mesurés. Ensuite, le résultat des expériences sur 
plusieurs souches sera présenté. Il permettra de sélectionner la souche la plus résistante pour 
la suite des essais. Différents paramètres (composition du milieu et concentration 
bactérienne) seront alors testés afin d’évaluer leur influence sur l’efficacité d’éradication. 
L’isolation de l’effet des ROS et des UV créés par la décharge dans l’eau permettra de 
confirmer l’importance de ces deux phénomènes dans l’efficacité du système. Enfin, 
différentes expériences seront présentées afin de comprendre l’effet bactéricide de la 
technologie. Comme dans le chapitre précédent, des techniques de microscopie seront 
utilisées pour observer l’intégrité et l’organisation de la paroi des microorganismes afin de 
détecter des dommages éventuels suite au traitement. Cette étude se conclura par l’analyse 
de l’intégrité de l’ADN et des protéines de la bactérie après le traitement. 

 

4.1. Présentation de la problématique 
 

Le générateur de décharges électriques présenté précédemment au chapitre 1.3.4 
«Comparaison avec d’autres techniques utilisant des décharges électriques» a été développé 
dans le but de décontaminer l’eau des tours aéroréfrigérantes. La circulaire DGS n°2002/273 
du 2 mai 2002 relative à la diffusion du rapport du Conseil Supérieur d'Hygiène Publique de 
France concernant la gestion du risque lié aux légionelles, datant de novembre 2001, 
préconise la mise en œuvre de mesures de prévention visant l'ensemble des installations 
pouvant être à l'origine de cas de légionellose, dont les tours aéroréfrigérantes. Les 
recommandations portent sur la conception et la maintenance des installations à risque afin 
de lutter contre la prolifération de la bactérie ainsi que sur les modalités de surveillance de 
l’état de contamination des tours. Trois niveaux de concentration en légionelles dans l’eau des 
TAR assortis d’actions correspondantes à mener sont préconisés : 

- Niveau cible : < 103 UFC legionella spp./L 
- Niveau d’alerte : > 103 UFC legionella spp./L  
- Niveau d’action : > 105 UFC legionella spp./L. 

Afin de s’assurer que le traitement permet de passer du niveau d’action au niveau cible, une 
diminution d’au moins 2 log10 est fixée pour la suite de l’étude. 

Les légionnelles étant des bactéries de classe 2, il n’était pas possible de les manipuler dans 
nos locaux. Escherichia coli, bactérie Gram négative comme Legionella pneumophila, est 
choisie pour faire des tests préliminaires pour le choix de la souche de référence. En parallèle, 
nous avons également travaillé sur la souche de Bacillus pumilus (forme végétative et 
sporulée). La forme sporulée est hautement résistante aux stress environnants. Si l’objectif 
d’une diminution de 2 log10 est atteint avec la technologie sur cette souche, l’efficacité sur les 
légionnelles n’en sera que meilleure. Bacillus pumilus sous forme sporulée pourra, après 
validation, servir de référence. 
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4.2. Configuration des essais 
 

Les paramètres qui peuvent être modifiés sur cette technologie sont : 

- la fréquence de répétition des impulsions 
- le nombre d’impulsions appliquées. 

Dans les paragraphes suivants, le choix des différents paramètres sera décrit et justifié en 
fonction de l’objectif de la manipulation. 

Les paramètres utilisés lors des essais sont une alimentation 30 kV négative, un générateur de 
Marx avec 5 étages et des capacités de 0,2 µF, une fréquence de répétition de 10 Hz, une 
distance inter-électrode de 2 mm et une conductivité de 0,22 mS/cm pour l’eau du robinet et 
0,14 mS/cm pour l’eau distillée. Les mesures de courant et de tension ont été faites à partir 
de ces critères. 

 

4.3. Mesure des signaux de courant et de tension 
 

Les signaux de courant et de tension sont obtenus à l’aide d’un capteur de type Rogowski en 
entrée du Marx et d’un diviseur résistif situés en entrée et en sortie du Marx, respectivement 
(Figure 35, page 67). 

Les signaux présentés Figure 95 sont ceux obtenus à l’aide d’un oscilloscope Tektronix DPO 
3034. D’après les signaux, il est considéré que les impulsions sont amorties en 30 µs. La valeur 
du courant maximum est de 8,5 kA et de 120 kV pour la tension. Le front de montée (pris entre 
0 et 100%) mesuré pour le signal de tension est de 177 ns pour une distance inter-électrode 
de 2 mm. La décharge délivrée par le générateur est donc de type supersonique. 
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Figure 95 : Courbes de courant a), de tension b) données par les capteurs situés en sortie du Marx et zoom sur le signal de 

tension c). 
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4.4. Efficacité du traitement 
 

4.4.1. Choix de la souche de référence 
 

L’efficacité de la technologie a été déterminée avec une fréquence de répétition des 
impulsions de 10 Hz. A cette fréquence, la puissance consommée par la machine est de 5.6 
kWh. Escherichia coli et Bacillus pumilus sont les deux souches utilisées dans le cadre de ce 
travail à une concentration de 1x106 CFU/mL. 

 

Escherichia coli 
 
Les premiers essais sont réalisés sur Escherichia coli qui est une espèce Gram négative comme 
Legionella pneumophila. Des essais préliminaires en duplicat sont faits en appliquant 10, 15 
et 20 impulsions à une fréquence de répétition de 10 Hz. Les résultats montrent une 
diminution logarithmique relativement faible de 0,38 ; 0,67 et 1 (Figure 96). Le nombre 
d’impulsions est donc augmenté afin d’atteindre l’objectif d’une diminution de 2 log10. 
L’application de 500 impulsions a permis d’obtenir une diminution de 4,04 log10 pour E. coli. 
Ces essais sont réalisés en triplicat. 

 

 

Figure 96 : Efficacité des décharges électriques sur la souche Escherichia coli en fonction du nombre d'impulsions 
appliquées. 
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Bacillus pumilus 
 

Dans le cas de Bacillus pumilus, ce microorganisme peut se trouver sous deux formes dans la 
nature : la forme végétative et la forme sporulée. D’après la littérature [32], il est plus difficile 
d’éliminer des bactéries sous forme sporulée que sous forme végétative. Des essais ont été 
réalisés pour confirmer qu’avec le générateur de décharges électriques la même constatation 
est faite. Les résultats présentés en Figure 97 confirment le fait que la forme végétative est 
plus facile à éradiquer que la forme sporulée de Bacillus pumilus. 
 

 
Figure 97 : Efficacité du traitement pour les bactéries végétatives (en bleu) et les spores (en vert) de Bacillus pumilus. 

L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (* P<0,05 ; ** P<0,01). 

 

La souche la plus résistante est Bacillus pumilus et sa forme sporulée est moins sensible au 
traitement que la forme végétative. La suite de l’étude sera donc réalisée sur Bacillus pumilus 
sous forme sporulée. Les 2 log10 sont atteints après 500 impulsions à 10 Hz. 

 

4.4.2. Etude de l’effet de différents paramètres 
 

Effet de la composition du milieu 
 

L’application finale des décharges électriques est la décontamination de l’eau des tours 
aéroréfrigérantes. Par conséquent, il est important de savoir si la composition de l’eau du 
robinet peut influencer l’efficacité du traitement. L’efficacité du traitement est testée pour 
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une concentration de 1x106 UFC/mL dans de l’eau distillée ayant une conductivité de  
2 µS/cm ou de l’eau du robinet à 500 µS/cm et à température ambiante. La Figure 98 
représente la diminution logarithmique obtenue pour chaque milieu après l’application de 
500 impulsions à 10 Hz. Aucune différence d’efficacité n’est constatée entre ces deux milieux : 
2,3 log10 de diminution pour l’eau distillée et 2,2 log10 de diminution pour l’eau du robinet. 
 

 
Figure 98 : Efficacité sur Bacillus pumilus sous forme sporulée après 500 impulsions à 10 Hz dans de l'eau distillée (à gauche) 

et de l'eau du robinet (à droite). L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 

 

Effet de la concentration bactérienne 
 

Les arcs électriques dans l’eau créent différents phénomènes dont la génération d’UV. Ce 
phénomène serait prédominant dans l’effet bactéricide de la technologie [101]. La 
concentration en microorganismes va modifier la turbidité du milieu et ainsi limiter l’efficacité 
des décharges. Deux concentrations bactériennes sont testées : 1x106 UFC/mL et 1x107 
UFC/mL. Une diminution de 2,25 log10 et de 2,17 log10 est obtenue, respectivement. L’analyse 
statistique montre que cette différence n’est pas significative. Ces résultats montrent que 
dans la gamme de concentration étudiée, l’efficacité n’est pas réduite. Cette expérience ne 
permet pas de mettre en évidence l’importance des UV dans l’efficacité des décharges 
électriques dans l’eau. Une autre expérience est donc menée et présentée au paragraphe 
suivant. 
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Figure 99 : Efficacité sur Bacillus pumilus sous forme sporulée après 500 impulsions à 10 Hz à une concentration de 1x106 
CFU/ML (à gauche) et 1x107 CFU/mL (à droite). L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 

 

Effet des UV 
 

Une cuvette en Quartz est placée en haut du volume d’eau déposé dans la cuvette. Dans ce 
cas, les UV peuvent passer à travers le Quartz et la solution est isolée des autres paramètres 
bactéricides. L’efficacité des UV seuls peut ainsi être évaluée. 
Les résultats montrent que la diminution logarithmique obtenue avec ce traitement aux UV 
est proportionnelle au nombre d’impulsions appliquées par le générateur (Figure 100). 
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Figure 100 : Evolution de l'efficacité des UV sur Bacillus pumilus sous forme sporulée en fonction du nombre d’impulsions. 

 
La quantité de photons émis est évaluée en utilisant comme réactif l’oxalate de fer. La réaction 
entre les photons et l’oxalate de fer conduit à la production de Fer II.  
 

Une gamme étalon réalisée à partir de sulfate d’ammonium Fer II est réalisée pour établir un 
lien entre la concentration en Fer II et la DO510 nm associée. La courbe correspondant à 
l’évolution de la DO510 nm en fonction de la concentration en Fer II permettra ensuite de 
remonter à la quantité de Fer II créé lors de l’exposition de l’oxalate de Fer III aux 
rayonnements UV (Figure 101). 
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Figure 101 : Courbe étalon pour la mesure de la quantité de Fer II dans la solution par mesure de la DO510 nm. 

 
L’équation de la courbe permet de déterminer la concentration en Fer II dans la cuvette de 
mesure. 
 

[𝐹𝐹𝑎𝑎2+] =
DO510 𝑙𝑙𝑥𝑥 − 0,0022

8,8275
 

 (équation 13) 

 
La cuvette en Quartz contenant la solution d’oxalate de Fer III est placée à 11,589 cm des 
électrodes produisant la décharge électrique (cf Figure 41). La surface de la fenêtre en Quartz 
exposée aux rayonnements UV est de 3,85 cm². Il est considéré que le rendement quantique, 
c’est-à-dire la quantité d’ions ferreux réduits par photon absorbé, est de 1,26 et la fraction 
absorbée de 1 [140]. 
Les résultats obtenus sont présentés Figure 102. L’obtention d’une droite représentant 
l’évolution de la DO510 nm en fonction du nombre d’impulsions permet de valider que l’oxalate 
de Fer III a bien été préparé mais également que la production de rayonnements UV est 
proportionnelle au nombre d’impulsions. 
La quantité de photons produite a été calculée selon la formule suivante : 
 

𝑄𝑄𝑉𝑉𝑅𝑅𝑛𝑛𝑡𝑡𝑄𝑄𝑡𝑡é 𝑑𝑑𝑎𝑎 𝑝𝑝ℎ𝑙𝑙𝑡𝑡𝑙𝑙𝑛𝑛𝑜𝑜 =  
[𝐹𝐹𝑎𝑎2+] × 𝑁𝑁𝐴𝐴 × 𝑉𝑉1

𝑉𝑉2� × 𝑆𝑆1
𝑆𝑆2�

𝑅𝑅𝑞𝑞
 (équation 14) 
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Avec    [Fe2+] : la quantité en Fer II dans les 3,6 mL de la cuvette en mol 
 NA : le nombre d’Avogadro en mol-1 
 V1 : le volume de l’échantillon irradié en cm3, 3,85 cm3 
 V2 : le volume de l’échantillon total dans la cuvette en cm3, 3,85 cm3 
 S1 : la surface de la sphère d’émission S1= π x (Distance électrode cuvette) ² en cm², 422 
m² 
 S2 : la surface de la fenêtre en Quartz S2 = Longueur de la cuvette exposée au 
traitement x Largeur de la cuvette en cm², 3,85 cm² 

𝑅𝑅𝑞𝑞 : le rendement quantique, 1,26 [100,140]. 
 

 
Figure 102 : Evolution de la concentration en Fer II en fonction du nombre d'impulsions. 

 

La Figure 103 montre l’évolution de l’efficacité du traitement lorsque la solution se trouve 
dans la cuvette en Quartz, en fonction de la quantité de photons produits par le générateur. 
L’essai est réalisé en triplicat à partir de 3 cultures différentes. La p-value relative à la quantité 
d’UV produite varie de 9% à 26%. Il n’est donc pas possible d’affirmer que la quantité de 
photons et la diminution logarithmique obtenue sont proportionnelles. Cependant, il semble 
y avoir une relation linéaire entre ces deux paramètres. 
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Figure 103 : Evolution de l’efficacité en fonction du nombre de photons produits. 

 

Effet des ROS 
 

Des espèces réactives sont également créées et permettent d’augmenter l’effet bactéricide 
de la technologie. Avant d’évaluer l’influence de ce paramètre, la quantité de peroxyde 
d’hydrogène produite après 500 impulsions à 10 Hz, composé faisant partie des ROS créés, va 
être évaluée. 
Le kit utilisé pour faire cette mesure est composé de peroxydase, une enzyme provenant du 
raifort très utilisé en biochimie pour son action catalytique dans les réactions d’oxydo-
réduction. Cette enzyme catalyse la réaction de réduction du peroxyde d’hydrogène en eau :  
 

𝐴𝐴𝐴𝐴2 +  𝐴𝐴2𝑂𝑂2 → 2 𝐴𝐴2𝑂𝑂 + 𝐴𝐴 (équation 15) 

 
Dans la réaction chimique écrite ci-dessus, AH2 est le substrat réducteur de la peroxydase 
(10−acetyl−3, 7−dihydroxyphenoxazine), qui une fois réduit donne A un composé fluorescent 
de teinte violette (λexcitation = 540 nm, λemission = 590 nm). 
 
La courbe correspondant à l’évolution de la lumière émise à 590 nm en fonction de la 
concentration en peroxyde d’hydrogène permet de remonter à la quantité de peroxyde créé 
lors de l’application des 500 impulsions à 10 Hz. 
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Figure 104 : Courbe de la gamme étalon représentant la valeur de fluorescence à 590 nm en fonction de la concentration en 

peroxyde d'hydrogène. 

 
L’équation de la courbe permet de déterminer la concentration en peroxyde d’hydrogène 
dans la solution : 
 

[𝑝𝑝𝑎𝑎𝑉𝑉𝑙𝑙𝑥𝑥𝑝𝑝𝑑𝑑𝑎𝑎 𝑑𝑑′ℎ𝑝𝑝𝑑𝑑𝑉𝑉𝑙𝑙𝑙𝑙è𝑛𝑛𝑎𝑎] =
Valeur de fluorescence à λé𝑥𝑥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑙𝑙 à 590 𝑙𝑙𝑥𝑥

15763
 

 (équation 16) 

 
Différents milieux ont été testés : l’eau du robinet, l’eau distillée et l’eau distillée contenant 
du pyruvate à 1mM. Aucune différence significative en matière de concentration en H2O2 n’a 
été constatée entre l’eau du robinet et l’eau distillée avec une concentration de 3,5 µM pour 
l’eau du robinet et de 3,9 µM pour l’eau distillée (Figure 105). Ce résultat confirme les 
expériences menées précédemment qui montrent la même efficacité du traitement sur 
Bacillus pumilus sous forme sporulée (cf Figure 98). 
L’ajout de pyruvate dans l’eau à une concentration finale de 1 mM diminue de manière 
significative la quantité de H2O2 produite (Figure 105). Le pyruvate est connu pour son rôle de 
protection contre les radicaux d’oxygène et son effet antioxydant [136]. La Figure 106 montre 
que la présence de pyruvate diminue de manière significative l’efficacité du traitement en 
passant d’une diminution de 2,25 log10 à 1,78 log10. 
La mesure de la quantité d’H2O2 dans le milieu a permis de révéler que l’ajout du pyruvate à 
1 mM représente 30% de la concentration obtenue dans l’eau distillée sans pyruvate. Cette 
expérience permet de confirmer que les espèces réactives créées lors des décharges 
électriques dans l’eau contribuent significativement à l’efficacité du traitement.  
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Figure 105 : Concentration en H2O2 en fonction du milieu testé après l’application de 500 impulsions à 10 Hz : l'eau du 

robinet (en vert), l'eau distillée (en bleu) et l'eau distillée contenant du pyruvate à 1 mM (en rouge). L’analyse statistique a 
été faite avec un test de Student (** P<0,01). 

 

 
Figure 106 : Différence d'efficacité sur les spores de Bacillus pumilus après 500 impulsions à 10 Hz entre un milieu composé 
uniquement d'eau distillée (à gauche) et un milieu contenant du pyruvate à 1 mM (à droite). L’analyse statistique a été faite 

avec un test de Student (** P<0,01). 

 

Effet de la phase de croissance des spores de Bacillus pumilus 
 

A partir des données présentées au chapitre « 3.5.2 Etude de l’effet de différents 
paramètres/Effet de la phase de croissance des microorganismes/Bacillus pumilus sous forme 
sporulée », des essais ont été réalisés afin d’évaluer si une différence d’efficacité est constatée 
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entre les spores et les spores qui commencent à germer (cultivés pendant 50 min à 37°C). Pour 
ce faire, 500 impulsions sont appliquées à une fréquence de répétition de 10 Hz. L’efficacité 
obtenue est inférieure à celle des essais précédents dans les mêmes conditions (cf Figure 97). 
Un problème au niveau du compteur de tir a été constaté. En effet, certains n’ont pas été 
comptabilisés ce qui explique l’écart. Cependant, la comparaison entre les deux conditions est 
toujours possible. Après une analyse statistique de la diminution logarithmique obtenue pour 
les deux conditions (réalisées en triplicat à partir de 3 cultures différentes), aucune différence 
significative n’est observée entre les spores non stimulées thermiquement et les spores 
incubées 50 min à 37°C (Figure 107). 

 

 
Figure 107 : Efficacité du traitement du traitement en fonction de l'état de la spore. A gauche, les spores non stimulées 

thermiquement et, à droite, les spores incubées 50 min à 37°C. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS 
P>0,05). 

 
4.5. Détermination des mécanismes responsables de l’inactivation 

bactérienne 
 

Après avoir évalué l’influence de différents paramètres sur la mortalité des bactéries, cette 
partie va permettre de caractériser l’état des bactéries après le traitement. Comme dans le 
chapitre précédent, la détermination des mécanismes responsables de l’inactivation 
bactérienne a été menée en utilisant, dans un premier temps, différentes techniques de 
microscopie complémentaires (AFM, MEB et MET). Dans un second temps, l’analyse de l’ADN 
a été faite à l’aide d’une PFGE. Enfin, l’intégrité des protéines sera évaluée en utilisant un gel 
SDS-PAGE, puis, en réalisant une analyse protéomique. 

Les parties d’observation microscopique et l’étude de l’ADN ont fait l’objet d’une publication 
dans le journal PLOS ONE en Annexe 6 : Publication ‘Electrical discharges in water induce 
spores’ DNA damage’. 
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4.5.1. Etude des effets au niveau de la paroi bactérienne 
 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Afin d’évaluer l’altération structurale des bactéries après l’application des décharges 
électriques, différentes techniques de microscopie ont été employées. La MEB va permettre 
d’observer l’enveloppe de la bactérie. La Figure 108 est représentative des résultats obtenus 
après l’observation de centaines de bactéries. Elle permet de comparer la morphologie des 
bactéries témoin avec celle des bactéries soumises à 500 impulsions à 10 Hz. Un affaissement 
de l’enveloppe bactérienne est mis en évidence qui ne permet plus de contenir la pression de 
turgescence. Ces images sont similaires à celles obtenues par Abe et al. après l’application 
d’ondes de choc dans une suspension sur des Vibrio sp (Figure 109) [167]. 

 

                  
Figure 108 : Observation de la paroi de Bacillus pumilus par MEB. 

L’image de gauche montre la morphologie de la bactérie témoin dans l’eau distillée. La photographie de droite est une 
bactérie traitée avec 500 impulsions à 10 Hz dans un volume de 8 litres d’eau distillée. Les images choisies sont 

représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 

 

Figure 109 : Observation d'une espèce marine de Vibrio avant (à gauche) et après (à droite) l'application d'une onde de choc 
en solution ayant pour vitesse 266 m/s, d’après [167]. 

 

Une comparaison des longueurs et largeurs des bactéries, avant et après le traitement, est 
effectuée. Il est constaté une augmentation de la longueur des bactéries traitées avec une 

1,7 µm 

1,4 µm 
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valeur de 1,65 ± 0,27 µm et de 1,55 ± 0,24 µm pour les bactéries témoin (Figure 110). La même 
constatation peut être faite avec les mesures de largeur. Pour l’échantillon témoin, la largeur 
moyenne est de 0,45 ± 0,04 µm et de 0,59 ± 0,06 µm pour l’échantillon essai (Figure 111). Ces 
mesures ont été faites sur un échantillon de 178 bactéries pour le témoin et 157 bactéries 
pour l’essai. 

 

 
Figure 110 : Détermination de la longueur de Bacillus pumilus avant le traitement (à gauche) et après 500 impulsions à 10 

Hz (à droite) dans un volume de 8 L d’eau distillée. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (** P<0,01). 

 

 
Figure 111 : Détermination de la largeur de Bacillus pumilus avant le traitement (à gauche) et après 500 impulsions à 10 Hz 

(à droite) dans un volume de 8 L d’eau distillée. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (*** P<0,0001). 
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L’utilisation d’une autre technique de microscopie électronique, la MET, permet de compléter 
ces observations. La Figure 112 montre les résultats obtenus sur les mêmes échantillons que 
précédemment en MET. L’observation des bactéries témoin montre une totale occupation de 
l’espace intérieur de la bactérie par le cytoplasme. En revanche, sur l’image de droite, après 
l’application de 500 impulsions à 10 Hz, le centre de la bactérie apparait en blanc. Cela traduit 
une fuite de matériel du cytoplasme vers l’extérieur de la bactérie. Cette observation confirme 
les premières conclusions faites en MEB. 

L’observation de la paroi et de la membrane plasmique avec un grossissement de 50 000x ne 
permet pas de révéler d’altération de l’enveloppe bactérienne. Les dommages causés par le 
traitement sont vraisemblablement trop petits pour pouvoir être observés avec cette 
technique de microscopie. 

 

 
Figure 112 : Observation de l'organisation de Bacillus pumilus par MET. 

L’image de gauche montre la morphologie de la bactérie avant d’avoir été traitée par des décharges électriques. La 
photographie de droite montre, quant à elle, des bactéries traitées avec 500 impulsions à 10 Hz dans 8 L d’eau distillée 
stérile. Les carrés en pointillés indiquent la zone dans laquelle le zoom a été effectué pour les images situées de part et 

d’autres de la vue globale de la bactérie. Les images choisies sont représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 

 

Comme dans le cas des essais effectués pour le faisceau d’électrons, l’iodure de propidium est 
utilisé pour révéler une perméabilisation de la membrane bactérienne. Les résultats obtenus 
sont présentés en Figure 113. Le niveau de fluorescence des bactéries témoin par rapport aux 
bactéries traitées a été évalué sur un échantillon de 781 bactéries témoin et 641 bactéries 
traitées. Les valeurs d’intensité de fluorescence obtenues sont très faibles, en moyenne 773 ± 
162 pour les témoins et 544 ± 87 pour les bactéries traitées. Il n’a donc pas été mis en évidence 
de perméabilisation irréversible de la paroi par l’utilisation de l’iodure de propidium. La Figure 
113 est une image type donnée par le microscope à fluorescence. 
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Figure 113 : Observation de la forme végétative de Bacillus pumilus avant (a) et après (b) l'application de 500 impulsions à 

10 Hz. 

 

Une approche complémentaire est utilisée pour mettre en évidence la perméabilité. Elle vise 
à évaluer la quantité de protéines et d’ADN présente dans le milieu. En effet, leur présence 
dans le surnageant traduirait une fuite du matériel contenu dans le cytoplasme. La quantité 
d’ADN et de protéines dans le surnageant est mesurée en utilisant un spectrophotomètre 
nécessitant un faible volume (NanoDropTM, Thermo ScientificTM). Les mesures se font à 260 
nm pour l’ADN et 280 nm pour les protéines. Les résultats sont présentés dans le Tableau 31. 
La comparaison des valeurs obtenues pour les échantillons témoins (T1 et T2) avec ceux des 
échantillons essais (E1 et E2) ne permet pas de révéler la présence de ces macromolécules 
dans le milieu. En effet, la plage d’analyse du NanoDrop est de 4 à 1 500 ng/µL d’ADN. La 
quantité d’ADN mesurée est donc trop faible. 

 

Tableau 31 : Résultats de la mesure d'absorbance à 260 nm pour l'ADN et 280 nm pour les protéines dans le milieu. 

Echantillons QADN (ng/µL) A260 A280 𝐀𝐀𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐
𝐀𝐀𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐𝟐 

T1 0,9 0,018 -0,009 -1,97 
E1 1,3 0,025 -0,004 -6,26 
T2 0,5 0,010 -0,015 -0,66 
E2 1,14 0,028 -0,003 -10,62 

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

L’intégrité de l’enveloppe cellulaire des spores est cruciale pour leur survie. L’observation de 
cette enveloppe est faite par l’utilisation de différents outils de microscopie : l’AFM et la MEB. 
L’observation de l’organisation interne de la bactérie est également un élément important qui 
peut révéler des dégradations suite au traitement. La MET est utilisée pour répondre à cette 
problématique. 

Pour les spores non traitées (Figure 114 a et b), la présence de crêtes sporales est observée 
en AFM. Ces crêtes ont déjà été observées par Pillet et al. sur la même souche bactérienne 
[40]. Après l’exposition aux décharges électriques, les crêtes sporales sont toujours visibles. 

a) b)

2 µm 2 µm
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Aucun dommage n’est mis en évidence. La Figure 114 montre un exemple typique d’images 
obtenues. 

Une mesure de la rugosité à partir de 15 images de hauteur provenant de spores différentes 
est effectuée. Pour les spores témoins, une rugosité de 9 ± 6 nm est obtenue et 6,5 ± 3 nm, 
pour les spores traitées. L’analyse statistique ne révèle pas de différences significatives entre 
les deux conditions (Figure 115). 

Grâce à la fonctionnalisation de la pointe avec une molécule hydrophobe, le 1-
dodécylmercaptane, une mesure de l’adhésion de la paroi est possible. A partir de 10 images 
de hauteur provenant de spores différentes, l’adhésion des spores témoins est de 215,7 ± 121 
pN. Pour les spores essais, 12 bactéries ont été analysées et la valeur d’adhésion obtenue est 
de 171,1 ± 96 pN. L’analyse statistique ne révèle pas de différences significatives entre les 
deux conditions (Figure 116). 

Afin de compléter ces résultats, des analyses complémentaires sont réalisées avec d’autres 
outils de microscopie. 

 

Figure 114 : Observation de la paroi des spores par AFM liquide avant et après l’application des décharges électriques. 
a) Image d'une spore non traitée, b) zoom sur une partie de la spore (indiqué par le carré blanc) indiquant les crêtes 

de surface (lignes en pointillées), c) Image d’une spore traitée avec 500 impulsions et 10 Hz, d) zoom sur une partie 
de la spore traitée avec en pointillées blanc les crêtes, e) Analyse statistique de la rugosité réalisée sur 15 spores par 

condition. En noir, les spores témoins et en gris les spores traitées. Les images sont représentatives de l’ensemble 
des bactéries observées. 

 

100 nm 100 nm 

100 nm 100 nm 
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Figure 115 : Rugosité des bactéries témoins (en gris) et traitées (en orange). 

L’étude est réalisée sur 15 bactéries par condition. L’analyse statistique a été faite avec un test de Student (NS P>0,05). 
 

 

 
Figure 116 : Force d’adhésion de la pointe à la surface des bactéries témoins (en gris) et traitées (en orange). 

L’étude a été réalisée sur 10 bactéries pour le témoin et 12 pour l’essai. L’analyse statistique a été faite avec un test de 
Student (NS P>0,05). 

 

La paroi des bactéries est donc ensuite observée par MEB. La Figure 117 est un exemple 
d’images obtenues avec un grossissement 50 000x. Elle permet de mettre en évidence la 
présence de crêtes sporales pour les spores témoin comme pour les spores irradiées (flèches 
blanches). La MEB ne révèle pas de dommages au niveau de la paroi. La taille des dommages 
est peut-être trop faible pour être détectée par cette technique. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Témoin  Essais

Ru
go

sit
é 

(n
m

)

NS

0

50

100

150

200

250

300

350

Témoin Essais

Ad
he

sio
n 

(p
N

)

NS



 
173 

      
Figure 117 : Observation de la paroi des spores de Bacillus pumilus par MEB. 

L’image de gauche montre la morphologie de la spore avant d’avoir subi les décharges électriques dans l’eau distillée. La 
photographie de droite est une spore traitée avec 500 impulsions à 10 Hz dans un volume de 8 litres. Les flèches indiquent 

la présence de crêtes sporales. Les images choisies sont représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 

 

Un autre indicateur peut être un changement de taille de la bactérie traduisant un échange 
de matériel entre la bactérie et le milieu environnant. A partir des images de MEB, une mesure 
du volume des spores est effectuée. Comme il est montré en Figure 118, le volume des spores 
reste identique entre l’échantillon témoin et l’échantillon exposé. Le volume moyen pour les 
spores témoin est de 0,20 µm3 ± 0,03 contre 0,20 µm3 ± 0,02 pour les spores traitées. Il ne 
semble donc pas y avoir de dommage important pouvant avoir un effet sur l’intégralité de la 
paroi suite au traitement par décharges électriques. 
   

Figure 118 : Comparaison du volume des spores à l'aide des images de MEB. 
A gauche, la mesure du volume des spores des échantillons témoins (en gris) et des échantillons exposés à 500 impulsions, 
10 Hz dans 8 litres d’eau distillée (en orange). Il a été supposé que la largeur des spores correspondait à la hauteur de ces 

dernières pour évaluer le volume. Une étude statistique avec le test de Student a été menée sur les 95 bactéries mesurées 
par condition (NS P>0,05). A droite, la fréquence de distribution des volumes calculés est reportée. 

 

Les deux techniques employés (AFM et MEB) n’ont pas révélé de modification de l’intégrité 
de la paroi sporale. Il a été décidé d’utiliser la MET pour accéder à l’organisation interne des 
différentes parties constituant la spore. En Figure 119, il est facile de distinguer le cœur, le 
cortex et le manteau de la spore. Sur le zoom à 100 000x, il est même possible de distinguer 
clairement les différentes couches du manteau. Enfin, aucun matériel n’est visible à l’extérieur 
de la spore traitée ce qui aurait pu montrer une modification de l’intégrité de la spore. 
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Figure 119 : Observation de l'organisation des spores de Bacillus pumilus par MET. 

L’image de gauche montre la morphologie de la spore avant le traitement par décharges électriques. La photographie de 
droite est une spore traitée avec 500 impulsions à 10 Hz dans 8 litres d’eau distillée stérile. Le carré en pointillé indique la 

zone dans laquelle le zoom a été effectué pour les images situées de part et d’autres de la vue globale de la bactérie. 
L’échelle de taille pour les vues globales est de 200 nm et de 50 nm pour les zooms. Les images choisies sont 

représentatives de l’ensemble des bactéries observées. 
Co : Cœur (Core), Cx : Cortex et Ct : Manteau (Coat). 

 

L’observation de l’intégrité de la paroi et de l’architecture intracellulaire de la bactérie a permis 
de mettre un évidencce un affaissement de l’enveloppe bactérienne dans le cas de l’application 
de décharges électriques sur la forme végétative de Bacillus pumilus. Cette observation peut 
expliquer l’effet bactéricide de la technologie. En revanche, pour la forme sporulée, aucune 
modification en terme de morphologie ou de volume n’est constatée. 

 

4.5.2. Etude des effets au niveau de l’ADN 
 

Le calcul de la taille des fragments a été présenté précédemment dans le paragraphe 3.7.2. 

L’électrophorèse a été effectuée en utilisant le système CHEF-DR III (Bio-Rad) à 14°C pendant 
18 h avec un champ électrique de 6V/cm et une durée d’impulsion évoluant de 1 à 50 s avec 
un angle de 120°. La Nucléase S1 permet de reconnaitre les sites ayant subi des ruptures 
simple brin et de couper l’autre brin d’ADN situé en face.  L’Endonucléase IV est spécifique 
des sites abasiques et l’Endonucléase V reconnait les dimères de pyrimidine. 
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Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Une PFGE a été réalisée sur la forme végétative de Bacillus pumilus après l’application de 500 
impulsions à 10 Hz et dans 8 L d’eau distillée stérile. Les résultats de la Figure 120 montrent 
que les échantillons témoins (puits 1 et 2) présentent un ADN en partie dégradé. En effet, les 
bandes correspondant aux différents fragments de l’ADN digéré par NotI sont bien visibles 
mais des « smears » sont également présents. Le temps de transport des bactéries dans la 
solution de traitement d’ITHPP vers l’IPBS, ou leur conditionnement, n’est pas adapté pour ce 
type d’analyse et l’ADN des bactéries a été dégradé. Il est tout de même intéressant de noter 
que l’ajout de la Nucléase S1 dans l’échantillon essai conduit à un « smear » plus important 
que dans les autres puits. Il peut donc être supposé que l’application des décharges 
électriques sur les bactéries végétatives conduit à la création de cassures simple brin. 

 

 

Figure 120 : PFGE sur Bacillus pumilus sous forme végétative sans traitement (puits 1 et 2) et après 500 impulsions à 10 Hz 
(puits 3 et 4). 

Le marqueur de taille est Lambda (48,5-1 000 kb ; Bio-Rad). 
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Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

Une comparaison de l’intégrité de l’ADN entre les échantillons témoins (puits 1, 2, 5, 6, 9 et 
10) et les essais (puits 3, 4, 7, 8, 11 et 12) est présentée en Figure 121.  Les échantillons essais 
ont été traités avec 500 impulsions à 10 Hz dans un volume de 8 L. La concentration en 
bactéries de la solution était de 2,6x107 UFC/mL. 

 
Les puits 1 et 2 confirment que le protocole d’extraction de l’ADN sporal n’induit pas de 
cassures double brin (puits 1) ou simple brin (puits 2). En effet, les bandes obtenues sont celles 
attendues et correspondent aux témoins présentés dans la Figure 76 et aucun « smear » n’est 
présent. Dans le puits 3, les différentes bandes observées sur le témoin sont toujours 
présentes mais un « smear » est également constaté. Cela traduit la présence de cassures 
double brin au niveau de l’ADN. Après l’ajout de l’enzyme de restriction Nucléase S1 (puits 4), 
la présence de bandes du puits témoin est toujours observée mais avec des intensités 
beaucoup plus faibles, notamment pour le brin d’ADN le plus long (bande du haut). Cela 
signifie que le traitement induit des dommages au niveau de l’ADN par la création de coupures 
simple brin. Au vu du profil obtenu, l’extinction quasi-totale de la bande 1 Mb laisse à penser 
que le nombre de bases entre deux cassures est majoritairement supérieur à 48,5 kb. 

Les puits 5 et 6 confirment que l’ajout de l’Endonucléase IV n’induit pas de cassures double 
brin (puits 5) ni simple brin (puits 6). En effet, les bandes obtenues sont celles attendues et 
correspondent aux témoins des puits 1 et 2. En revanche, dans le puits 7, les différentes 
bandes présentes sur le témoin sont toujours observées mais on constate également la 
présence de « smears ». Le profil est identique à celui obtenu en puits 3. L’ajout de 
l’Endonucléase IV ne permet pas de révéler la présence de sites AP. L’ajout de la Nucléase S1 
(puits 8) conduit à la création de cassures visibles sur le gel (« smear » plus important qu’en 
puits 7). L’allure est cependant identique à celle obtenue en puits 4. Par conséquent, le 
traitement n’a pas conduit à la production de sites AP, ou pas de manière suffisante, pour 
qu’ils soient détectés. 

Les puits suivants révèlent la présence de dimères de pyrimidine par l’ajout dans le milieu de 
l’Endonucléase V. Comme précédemment, les puits 9 et 10 montrent que la présence de 
l’enzyme n’induit pas de cassures double brin (puits 9) ni simple brin (puits 10). En effet, les 
bandes obtenues correspondent aux témoins des puits 1 et 2. Le puits 11 montre l’apparition 
de « smears » similaires à ceux obtenus au niveau du puits 3. La présence de dimère de 
pyrimidine est mise en évidence au niveau du puits 12 par l’ajout de la Nucléase S1. En effet, 
en comparant les résultats du puits 12 avec ceux du puits 4, il est à noter que le « smear » 
obtenu est plus diffus. Le traitement conduit donc à la création de dimères de pyrimidine. 
 
Ces remarques permettent d’expliquer, au moins en partie, le phénomène conduisant à la mort 
bactérienne. Tout d’abord, l’apparition d’une cassure double brin au niveau de l’ADN est 
critique pour le maintien de l’intégrité chromosomique. Des mécanismes de réparation 
existent. Mais, dans le cas où les lésions sont trop importantes, la bactérie peut s’engager dans 
le processus de mort cellulaire, c’est le phénomène d’apoptose. De plus, la présence de 
modifications au niveau de l’ADN, les cassures simple brin, la présence de dimères de 
pyrimidine, sont également des facteurs pouvant conduire à la mort bactérienne. 



 
177 

 

 

Figure 121 : PFGE sur les souches de Bacillus pumilus sous forme sporulée sans traitement (puits 1, 2, 5, 6, 9 et 10) et après 

500 impulsions à 10 Hz (puits 3, 4, 7, 8, 11 et 12). 

Le marqueur de taille est Lambda (48,5-1 000 kb ; Bio-Rad). 

 

Dans un second temps, l’effet des UV sur la dégradation de l’ADN est étudié. Une suspension 

de spores a donc été placée dans une cuvette en Quartz afin de ne laisser passer que les UV. 

Les spores sont ainsi isolées des autres phénomènes physico-chimiques produits lors de 

l’application des décharges électriques dans l’eau. Aucune différence entre les différents puits 

témoin (puits 1, 2, 5, 6, 9 et 10) et essai (puits 3, 4, 7, 8 et 11) n’est visible. Seul le puits 12 

montre une diminution de l’intensité des bandes traduisant la présence de dimères de 

pyrimidine suite à l’application des impulsions. La Figure 122 montre les résultats obtenus. Il 

est possible que la dégradation de l’ADN constatée au niveau de la Figure 121 soit due à un 

effet combiné de plusieurs phénomènes. Par exemple, les cavitations ultrasoniques 
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augmentent les performances biocides des UV [112]. Dans tous les cas, l’effet bactéricide des 

UV montré dans ce chapitre au paragraphe ‘Etude de l’effet de différents paramètres/Effet 

des UV’ conduit surement à d’autres modifications au sein de la spore. 

 

 

Figure 122 : PFGE sur Bacillus pumilus sous forme sporulée dans une cuvette en Quartz sans traitement (puits 1, 2, 5 et 6) et 

après 500 impulsions à 10 Hz (puits 3, 4, 7 et 8). 

Le but de cette expérience est d’évaluer l’effet des UV sur l’ADN des spores. 

 

4.5.3. Etude des effets au niveau des protéines 

 

Comme pour l’étude des protéines réalisée pour la partie ‘faisceau d’électrons pulsés’, deux 

méthodes complémentaires ont été utilisées : 

- L’analyse sur gel SDS-PAGE 

- L’analyse par spectrométrie de masse. 
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Ces analyses ont été effectuées sur la forme végétative et la forme sporulée de Bacillus 
pumilus. 

 

Bacillus pumilus sous forme végétative 
 

Gel SDS-PAGE 
 

Afin de déposer la même quantité de protéines dans chaque puits, un dosage des protéines 
est préalablement effectué à l’aide du kit DC Protein Assay II (Bio-Rad). Les valeurs de 
concentration des triplicats sont similaires. Le protocole employé est donc reproductible 
d’une expérience à l’autre. Les résultats du dosage sont présentés dans le Tableau 32. 

Les essais ont été réalisés en triplicat à partir de trois cultures différentes. 

 

Tableau 32 : Dosage des protéines contenues dans les échantillons à partir de différentes cultures de Bacillus pumilus 
végétative avant et après le traitement avec 500 impulsions et 10 Hz. 

 Concentration en protéines des échantillons (mg/mL) 

Végétatives 1 2 3 Moyenne sans 
dilution Ecart-type 

Témoin culture 1, dilution 1/4 0,638 0,608 0,633 2,505 0,064 
Essai culture 1, dilution 1/4 0,553 0,583 0,558 2,258 0,064 
Témoin culture 2, dilution 1/4 0,688 0,743 0,743 2,899 0,127 
Essai culture 2, dilution 1/4 0,718 0,693 0,773 2,913 0,164 
Témoin culture 3, dilution 1/4 0,798 0,793 0,798 3,187 0,012 
Essai culture 3, dilution 1/4 0,763 0,733 0,708 2,939 0,110 

 
Le gel obtenu sur les trois cultures de Bacillus pumilus est présenté Figure 123. Les puits 1, 3 
et 5 représentent les témoins. Les différentes bandes obtenues sont, respectivement, 
comparées avec celles des puits 2, 4 et 6 qui correspondent à des bactéries ayant reçues 500 
impulsions à 10 Hz.  
Il est intéressant de remarquer que d’une culture à l’autre les profils peuvent être différents 
(puits 1, 3 et 5).  
La comparaison des profils, pour une même culture, entre les échantillons témoins et essais 
montre une différence. L’intensité des bandes est plus faible chez l’essai, laissant supposer 
une dégradation des protéines par le traitement. En revanche, d’autres bandes sont plus 
intenses suggérant une quantité de protéines, ayant ce poids moléculaire, plus importante 
(quelques exemples au niveau des flèches). L’analyse protéomique permettra de valider cette 
constatation. 
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Figure 123 : Gel SDS-PAGE de la forme végétative de Bacillus pumilus avant (puits 1, 3 et 5) et après (puits 2, 4 et 6) 

traitement par les décharges électriques. 
MT est le marqueur de taille Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope 

 

Analyse par spectrométrie de masse 
 

Analyse des protéines extraites 
 

L’extraction des trois échantillons témoins a permis d’identifier en moyenne 1243 protéines 
et 1217 protéines pour les trois échantillons essais. 

Après l’analyse des protéines pour déterminer celles qui sont surexprimées ou celles qui sont 
sous-exprimées, le logiciel Quick-GO est employé et permet de classer les protéines en 
fonction soit de leur localisation soit des processus biologiques dans lesquels elles sont 
impliquées. La définition des termes GO pour la localisation est donnée en Annexe 13 : 
Définition des termes GO pour la localisation des protéines et pour les processus biologiques 
en Annexe 14 : Définition des termes GO pour les processus biologiques des protéines. Les 
protéines sont, pour certaines, impliquées dans la synthèse des acides aminés, l’Annexe 15 : 
Classification des acides aminés, d’après [171] rappelle donc la liste des acides aminés. 
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Analyse quantitative à partir des protéines 
 

Cette stratégie a permis de quantifier la surexpression d’une protéine et la sous-expression de 
28 protéines chez l’essai (Figure 124).  

 

 
Figure 124 : Volcanoplot représentant le ratio entre les protéines révélées sur les échantillons essais et témoin (500 

impulsions à 10 Hz) pour Bacillus pumilus. 

 

La protéine surexprimée chez l’essai correspond à une protéine dont la localisation est 
inconnue, nommée B4107_1853, mais classée dans deux catégories de procédés biologiques : 
l’assimilation des nitrates et les processus d’oxydoréduction. La première catégorie englobe 
les procédés d’assimilation des nitrates présents dans l’environnement, leur réduction en 
ammoniaque, puis, l’incorporation des dérivés azotés issus des nitrates, dans la cellule. La 
seconde fait appel aux procédés métaboliques qui conduisent au retrait ou à l’ajout 
d’électron(s) d’une substance avec ou sans retrait ou ajout de proton(s) [155]. 

Pour les 28 protéines (Annexe 7 : Liste des protéines sous-exprimées chez Bacillus pumilus, 
d’après l’analyse quantitative à partir des protéines, après le traitement par décharges 
électriques) qui sont sous-exprimées chez l’essai une analyse de leur terme GO de localisation 
est faite. Il convient de rappeler que dans la classification GO, une protéine peut être associée 
à plusieurs termes GO, ou ne pas avoir de termes GO correspondants. Pour les 28 protéines 
sous-exprimées, seulement 8 ont une localisation connue. Dans la liste des protéines 
répertoriées, les protéines membranaires sont largement affectées par le traitement (Figure 
125). Une modification de la membrane peut conduire à une moins bonne extraction des 
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protéines avec, par exemple, la création de phénomène de réticulation au niveau des 
composés membranaires (phospholipides, peptidoglycane, …). Une autre hypothèse est que 
les protéines sont dégradées par le traitement. Dans tous les cas, une modification de la 
membrane peut conduire à l’inactivation de la bactérie avec potentiellement une fuite entre 
le contenu du cytoplasme et le milieu environnant. 

 

 
Figure 125 : Répartition de la localisation des protéines d’intérêt par la stratégie de quantification à partir des protéines sur 

Bacillus pumilus. 

 

Les protéines sont ensuite analysées en fonction de leurs processus biologiques. Dans ce cas, 
24 protéines sur les 28 sont classifiées. La répartition présentée en Figure 126 est donc 
relativement représentative des processus qui seront affectés par le traitement du fait de la 
dégradation, ou de la moins bonne extraction, d’au moins une de leur protéine. Les deux voies 
majoritaires sont la protéolyse et le transport transmembranaire. La protéolyse correspond à 
l’hydrolyse des protéines en plusieurs peptides ou acides aminées permettant notamment de 
renouveler les protéines du microorganisme [155]. La régulation de la protéolyse est très 
versatile et impliquée dans différents processus comme la réponse à des stress, la division 
cellulaire, la sécrétion de protéine ou la croissance [168]. La dégradation d’une enzyme 
responsable de la protéolyse peut donc avoir des conséquences sur le développement du 
microorganisme. D’autre part, la dégradation des protéines de transport transmembranaire 
est également un élément important qui peut expliquer l’inactivation bactérienne suite au 
traitement. Ces observations peuvent appuyer l’étude menée sur l’ADN quant à l’effet 
bactéricide des décharges électriques sur Bacillus pumilus. 
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Figure 126 : Processus biologiques des protéines d’intérêt avec T, le témoin, et E, l’essai (500 impulsions à 10 Hz), sur 

Bacillus pumilus. 
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Analyse quantitative à partir des peptides spécifiques 
 

Les critères nommés ‘T/E’, ‘E absent’, ‘E/T’ et ‘T absent’ se basent sur les mêmes hypothèses 
que celles décrites dans le paragraphe 3.6.3 « Etude des effets au niveau des 
protéines/Bacillus pumilus sous forme végétative/Analyse quantitative à partir des peptides 
spécifiques ». Il en est de même pour les différentes étapes de l’analyse (Figure 84, page 140). 

Cette stratégie a permis de révéler de nouvelles protéines par rapport à l’analyse à partir des 
protéines. Cinquante et une protéines (33 pour le critère ‘T/E’ et 18 pour le critère ‘E absent’) 
sont sous-exprimées après le traitement et 10 protéines (6 pour le critère ‘E/T’ et 4 pour le 
critère ‘T absent’) sont surexprimées. Le Tableau 33 résume les résultats obtenus avec cette 
approche. La liste des protéines concernées se trouve en Annexe 8 : Liste des protéines sous-
exprimées chez Bacillus pumilus, d’après l’analyse quantitative à partir des peptides, après le 
traitement par décharges électriques et Annexe 9 : Liste des protéines surexprimées chez 
Bacillus pumilus, d’après l’analyse quantitative à partir des peptides, après le traitement par 
décharges électriques. 

 

Tableau 33 : Nombre de protéines quantifiées après l'application de 500 impulsions et 10 Hz pour Bacillus pumilus 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

T/E 33 
E absent 18 
E/T 6 
T absent 4 

 

A partir de la liste de protéines obtenues, les numéros d’accessions sont rentrés dans le logiciel 
QuickGO pour obtenir les termes GO correspondants. 

Dans un premier temps, les données de localisation des protéines sont recherchées. Pour le 
critère ‘T/E’, seulement 10 protéines sur les 33 sont répertoriées dans la base de données et 
3 parmi les 18 révélées pour le critère ‘E absent’. Pour le critère ‘T/E’, l’analyse détecte 5 
protéines qui ont au moins deux données de localisation. La Figure 127 montre la répartition 
de l’ensemble des termes GO de localisation obtenu en fonction du critère. La majorité des 
protéines révélées n’ont pas de localisation connue. Il n’est donc pas possible de conclure que 
le traitement affecte majoritaire les protéines membranaires, comme le suggère la Figure 127. 
Cependant, il est possible de dire que le traitement induit une sous-expression de protéines 
membranaires et cytoplasmiques. 
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Figure 127 : Localisation des protéines sous-exprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus pumilus. 

 

Ensuite, une analyse des processus biologiques dans lesquels les protéines sont impliquées 
est effectuée. Pour le critère ‘T/E’, 25 protéines sont répertoriées dans la base de données sur 
les 33 révélées et 12 protéines sur les 18 pour le critère ‘E absent’. Comme pour les données 
de localisation, 11 protéines répondant au critère ‘T/E’ ont plusieurs processus biologiques 
associés dans la base de données du logiciel QuickGO. Pour les protéines du critère ‘E absent’, 
5 protéines ont plusieurs termes GO associés. 

Les processus les plus représentés sont, pour le critère ‘T/E’, le transport transmembranaire, 
les processus métaboliques, la protéolyse et la phosphorylation. La phosphorylation regroupe 
les processus permettant l’introduction d’un groupement phosphate dans une molécule, avec 
classiquement la formation d’un ester phosphorique, un amide phosphorique ou un 
pentoxyde de phosphore [155]. La phosphorylation la plus étudiée est celle des protéines. Elle 
peut conduire, par exemple, à une régulation de l’activité enzymatique. La phosphorylation 
est réversible ce qui permet un contrôle rapide et économique, énergétiquement parlant, de 
la fonction des protéines [169]. La protéolyse a été décrite dans la partie ci-dessus traitant de 
l’analyse quantitative à partir des protéines. 

Pour le critère ‘E absent’, plusieurs processus biologiques sont affectés par le traitement, 
comme la protéolyse, le processus de biosynthèse des acides aminés et le métabolisme 
impliquant les carbohydrates. Le processus de biosynthèse des acides aminés correspond aux 
réactions chimiques et voies conduisant à la formation d’acides aminés ou d’acides organiques 
contenant un ou plusieurs substituant aminés (type diaminopimelate qui permet la 
biosynthèse de la lysine). Le métabolisme impliquant les carbohydrates correspond aux 
réactions chimiques et aux voies impliquant un carbohydrate. Les carbohydrates sont une 
famille de molécules dont la formule brute est Cx(H2O)y. Chez les bactéries, le métabolisme 
des carbohydrates est extrêmement varié. D’une manière générale, ces composés chimiques 
sont une source majeure d’énergie et sont impliqués dans différents processus, comme la 
biosynthèse de la paroi cellulaire [170]. La dégradation de ce type de protéines peut donc 
expliquer l’effet bactéricide des décharges électriques sur cette souche. 

La Figure 128 résume les résultats de l’analyse des processus biologiques affectés par le 
traitement. 
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Figure 128 : Processus biologiques des protéines sous-exprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus 

pumilus. 
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Une analyse des protéines révélées comme étant surexprimées est également faite. 

Pour le critère ‘E/T’, seulement une protéine sur les 6 est répertoriée dans la base de données 
de localisation des protéines et une également pour le critère ‘T absent’ sur les 4 identifiées. 
La protéine quantifiée pour le critère ‘E/T est une protéine du cytoplasme et celle pour la 
catégorie ‘E absent’ est une protéine membranaire qui est répertoriée à la fois dans la 
catégorie ‘membrane’ et ‘composant intégrale de la membrane’ (Figure 129). 

 

 
Figure 129 : Localisation des protéines surexprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus pumilus. 

 

Les processus biologiques dans lesquels les protéines sont impliquées sont analysés avec le 
logiciel QuickGO. 

Pour le critère ‘E/T’, 4 protéines sur les 6 sont répertoriées dans la base de données des 
processus biologiques et 2 protéines sur les 4 révélées pour le critère ‘T absent’. Dans ce cas, 
les 4 protéines du critère ‘E/T’ ainsi que les 2 protéines absentes dans le témoin (‘T absent’) 
ont plusieurs processus biologiques associés. 

La Figure 130 résume les processus biologiques identifiés pour les protéines surexprimées 
après le traitement qui ont lieu soit dans le cytoplasme soit au niveau de la membrane. 
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Figure 130 : Processus biologiques des protéines surexprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus 

pumilus. 

 

Pour résumer, l’analyse avec le gel SDS-PAGE suggére qu’une dégradation des protéines est 
apparue après le traitement. L’analyse protéomiqe a permis de révéler les protéines affectées 
par le traitement par l’utilisation de deux techniques d’analyse : une analyse à partir de la liste 
de protéines obtenue et une à partir de la liste de peptides spécifiques obtenue. 

Certaines protéines ont été révélées à la fois avec la stratégie de quantification à partir des 
protéines et avec la stratégie de quantification à partir des peptides. Cependant, il est 
intéressant de remarquer qu’en plus de ces protéines communes, 9 protéines sont quantifiées 
uniquement par la première stratégie et 37 pour la seconde. Le caractère complémentaire des 
deux approches est donc confirmé. 

Les deux types d’analyse ont permis de montrer que les protéines sous- et surexprimées sont à 
la fois des protéines cytoplasmiques et membranaires impliquées dans des processus 
biologiques très différents. La sous-expression de protéines dans des processus biologiques 
peut apporter une explication à l’effet bactéricide de la technologie. Par exemple, la 
protéolyse, qui est l’un des processus identifiés, permet de dégrader les protéines en fragments 
plus petits : polypeptides ou acides aminés. Elle peut avoir pour rôle de rendre active une 
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enzyme en coupant un petit nombre de peptides ce qui va changer la conformation 
tridimensionnelle et rendre accessible la région du site actif de l’enzyme [171].  

 

Bacillus pumilus sous forme sporulée 
 

Gel SDS-PAGE 
 

Comme précédemment, un dosage des protéines est effectué. Les résultats du dosage sont 
présentés dans le Tableau 34. 

Les essais ont été réalisés en triplicat à partir de trois cultures différentes. 

 

Tableau 34 : Dosage des protéines contenues dans les échantillons à partir d'une solution de spores de Bacillus pumilus après 
le traitement par décharges électriques avec 500 impulsions et 10 Hz. 

 Concentration en protéines des échantillons (mg/mL) 

Spores 1 2 3 Moyenne sans 
dilution Ecart-type 

Témoin culture 1, dilution 1/2 0,422 0,457 0,437 0,878 0,035 
Essai culture 1, dilution 1/2 0,392 0,397 0,407 0,798 0,015 
Témoin culture 2, dilution 1/2 0,442 0,442 0,437 0,882 0,006 
Essai culture 2, dilution 1/2 0,432 0,427 0,432 0,861 0,006 
Témoin culture 3, dilution 1/2 0,503 0,468 0,447 0,945 0,056 
Essai culture 3, dilution 1/2 0,397 0,417 0,397 0,808 0,023 

 

Le gel obtenu sur les trois cultures de Bacillus pumilus est présenté en Figure 131. Dans les 
puits numérotés 1, 3 et 5, il s’agit des témoins. Les différentes bandes obtenues sont 
comparées, respectivement, avec celles des puits 2, 4 et 6 qui correspondent à des bactéries 
traitées par 500 impulsions à 10 Hz. 
Aucune différence clairement visible n’apparait entre les échantillons témoins et essais. 
L’analyse protéomique qui identifiera et quantifiera individuellement les protéines permettra 
de révéler si des modifications apparaissent post-traitement. 
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Figure 131 : Gel SDS-PAGE des spores de Bacillus pumilus avant (puits 1, 3 et 5) et après (puits 2, 4 et 6) traitement par les 

décharges électriques. 
MT est le marqueur de taille Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope 

 

Analyse par spectrométrie de masse 
 

Analyse des protéines extraites 
 

L’extraction des trois échantillons biologiques a permis d’identifier en moyenne 1293 
protéines pour le témoin et 1172 protéines pour l’essai. 

 

Analyse quantitative à partir des protéines 
 

L’analyse quantitative à partir des protéines révèle une protéine sous-exprimée et 18 
protéines surexprimées chez l’essai (Figure 132). 

La protéine sous-exprimée dans les échantillons essais correspond à une protéine 
membranaire, nommée XJ18_00850, et impliquée dans le processus de chaine de transport 
d’électrons. Cette catégorie englobe les processus au sein desquels une série de transporteurs 
d’électrons opère ensemble pour transférer des électrons depuis des donneurs vers des 
accepteurs d’électrons. Le but est de générer un gradient électrochimique transmembranaire 
et ainsi d’assurer le pompage des cations et des anions à travers la membrane biologique 
(Figure 133 et Figure 134) [155]. 

Pour les protéines qui sont surexprimées chez l’essai (Annexe 10 : Liste des protéines 
surexprimées chez les spores de Bacillus pumilus, d’après l’analyse quantitative à partir des 
protéines, après le traitement par décharges électriques), seulement 6 ont une localisation 
connue (Figure 133). Une même protéine peut avoir plusieurs localisations. Le cytoplasme et 
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la membrane sont affectés par le traitement. Les protéines sont ensuite analysées en fonction 
de leurs processus biologiques. Dans ce cas, 12 protéines sont classifiées pour cette catégorie. 
La répartition présentée en Figure 134 montre des processus majoritairement affectés par le 
traitement : la phosphorylation, les processus métaboliques et les processus 
d’oxydoréduction. Ces observations apportent un complément à l’étude menée sur l’ADN 
quant à l’effet bactéricide des décharges électriques sur les spores de Bacillus pumilus. 

 

 
Figure 132 : Volcanoplot représentant le ratio entre les protéines quantifiées sur les échantillons essais et témoin (ayant 

subi 500 impulsions à 10 Hz) pour les spores de Bacillus pumilus. 
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Figure 133 : Répartition de la localisation des protéines révélées par la stratégie de quantification à partir des protéines sur 

les spores de Bacillus pumilus. 
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Figure 134 : Processus biologiques des protéines révélées sur les spores de Bacillus pumilus. 
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Analyse quantitative à partir des peptides spécifiques 
 

Cette stratégie a permis de révéler de nouvelles protéines affectées par le traitement (Tableau 
35). Le nom des gènes correspondant est présenté en Annexe 11 : Liste des protéines sous-
exprimées chez les spores de Bacillus pumilus, d’après l’analyse quantitative à partir des 
peptides, après le traitement par décharges électriques et en Annexe 12 : Liste des protéines 
surexprimées chez les spores Bacillus pumilus, d’après l’analyse quantitative à partir des 
peptides, après le traitement par décharges électriques. 

 

Tableau 35 : Nombre de protéines quantifiées après l'application de 500 impulsions et 100 Hz pour Bacillus pumilus sporulé 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

T/E 17 
E absent 5 
E/T 90 
T absent 57 

 

La localisation des protéines sous-exprimées chez l’essai a été étudiée. 

Pour le critère ‘T/E’, 3 protéines sont répertoriées dans la base de données sur les 17 révélées 
par l’étude et deux protéines sur les 5 pour le critère ‘E absent’. Parmi les protéines 
répertoriées dans la base de données et répondant au critère ‘T/E’, l’une d’elles a deux termes 
GO associés : ‘membrane’ et ‘composant intégral de la membrane’. Les autres n’ont qu’un 
terme GO. Les résultats de l’analyse, résumés en Figure 135, montrent que les protéines sous-
exprimées et référencées ne sont que des protéines membranaires. Cependant, toutes les 
protéines n’étant pas référencées il n’est pas possible de conclure à l’absence de dommages 
au niveau des protéines cytoplasmiques. 
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Figure 135 : Localisation des protéines sous-exprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus pumilus 

sporulé. 

 

L’analyse des processus biologiques associés aux protéines révélées a ensuite été faite. Pour 
le critère ‘T/E’, 9 protéines sont répertoriées dans la base de données sur les 17 et 4 protéines 
sur les 5 pour le critère ‘E absent’. Dans le cas du critère ‘T/E’, 3 protéines ont plusieurs 
processus biologiques associés. Pour ‘E absent, 2 protéines ont plusieurs termes GO associés : 
4 termes pour l’une et 5 termes pour l’autre. 

Un processus biologique semble être plus affecté que les autres dans le cas ‘T/E’. Il s’agit de 
la chaine de transport des électrons. La description de ce processus se trouve en Annexe 14 : 
Définition des termes GO pour les processus biologiques des protéines. 

La Figure 136 présente les processus biologiques des protéines d’intérêt. 
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Figure 136 : Processus biologiques des protéines sous-exprimées par le traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus 

pumilus sporulé. 

 

Des protéines surexprimées ont également été révélées par l’analyse quantitative à partir des 
peptides. 

Pour le critère ‘E/T’, 17 protéines ont une donnée de localisation connue sur les 90. Parmi ces 
17 protéines, 3 sont présentes dans au moins deux catégories de localisation. Pour le critère 
‘T absent’, 13 protéines ont un terme GO associés à une localisation sur les 57 avec 3 protéines 
qui ont plusieurs données de localisation. 
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La Figure 137 présente les résultats de localisation obtenus. Il apparait que les protéines 
cytoplasmiques sont majoritairement affectées par le traitement. Cependant, l’ensemble des 
protéines révélées ne sont pas répertoriées ce qui ne permet pas de conclure quant à une 
localisation préférentiellement affectée par le traitement. 

 

 
Figure 137 : Localisation des protéines mieux extraites suite au traitement après 500 impulsions à 10 Hz sur Bacillus pumilus 

sporulé. 

 

Pour les critères ‘E/T’ et ‘T absent’, 42 protéines et 35 protéines ont un (ou plusieurs) 
processus biologique(s) associé(s), respectivement. Sur les 42 protéines du critère ‘E/T’, 30 
ont au moins deux termes GO associés. Pour le cas ‘T absent’, 25 protéines ont plusieurs 
données de localisation. Par conséquent, sur l’ensemble des processus biologiques (83 pour 
le critère ‘E/T’ et 58 pour le critère ‘T absent’), il est décidé de ne montrer que les processus 
contenant au moins 3 protéines afin de donner de la lisibilité au graphique. La répartition étant 
différente pour le critère ‘E/T’ et ‘T absent’, deux graphiques sont donc présentés (Figure 138 
et Figure 139). 

Pour le critère ‘E/T’, les principaux processus biologiques parmi les protéines révélées sont 
l’oxydoréduction, les processus métaboliques, la phosphorylation, le métabolisme impliquant 
les carbohydrates et la biosynthèse des acides aminés. La définition de ces termes est donnée 
en Annexe 14 : Définition des termes GO pour les processus biologiques des protéines. 
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Figure 138 : Processus biologiques des protéines surexprimée chez l’essai après 500 impulsions à 10 Hz pour le critère ‘E/T’ 

sur Bacillus pumilus sporulé. 

 

Pour le critère ‘T absent’, les principaux processus biologiques révélées par l’analyse sont 
l’oxydoréduction, les processus métaboliques, la transcription de l’ADN en ARN, la traduction 
de l’ARN en protéines, la régulation de la transcription de l’ADN et l’aminoacylation des ARNt 
pour la synthèse des protéines.  

Les deux premiers processus ont déjà été définis précédemment.  

Ensuite, la transcription de l’ADN en ARN permet, à l’aide de protéines, de synthétiser de l’ARN 
à partir de l’ADN. 

Pour ce qui est de la traduction de l’ARN en protéines, elle permet, à partir d’ARN messager 
ou de l’ARN circulaire, de traduire les acides nucléiques en acides aminés afin de créer les 
protéines. Cette action est guidée par les ribosomes. 

La régulation de la transcription de l’ADN en ARN désigne n'importe quel processus qui 
module la fréquence, le taux ou l'ampleur de la transcription de l'ADN. 

Enfin, l’aminoacylation des ARNt pour la synthèse des protéines est une étape qui permet de 
fixer l’acide aminé sur son ARNt correspondant avant l’incorporation du complexe dans la 
grande sous-unité du ribosome pour la synthèse des protéines à partir de l’ARN messager. 

L’ensemble de ces processus conduisant à la synthèse de protéines est résumé en Figure 140 
et montre bien l’importance de ces voies pour la survie de la bactérie en permettant la 
synthèse de nouvelles protéines. 
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Figure 139 : Processus biologiques des protéines surexprimée chez l’essai après 500 impulsions à 10 Hz pour le critère ‘T 

absent’ sur Bacillus pumilus sporulé. 

 

 
Figure 140 : Schéma de la synthèse d'une protéine à partir de l'ADN. 

Sur le schéma, 1 correspond à la transcription de l’ADN en ARN, 2 à l’aminoacylation, 3 à la traduction et 4 à la libération 
des sous-unités ribosomales et de la protéine synthétisée (schéma réalisé à partir des images du site 

https://smart.servier.com). 

 

Le traitement permet une meilleure extraction des protéines. Cette meilleure extraction peut 
s’expliquer par l’effet des ROS sur les membranes biologiques. En effet, l’un des effets de ces 
espèces est la peroxydation des lipides qui va conduire à la fluidisation de la membrane. Les 
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protéines présentes au sein de la membrane peuvent voir leurs liaisons avec les lipides 
rompues ce qui peut expliquer leur meilleure extraction [129]. La fluidisation de la membrane 
peut également faciliter l’extraction des protéines et ainsi, lors de l’analyse quantitative, 
conduire à une plus grande quantité de protéines extraites. 

Les ROS vont également interagir avec les protéines membranaires ou cytoplasmiques et 
conduire à des mécanismes de type réticulation [128,130] ce qui, au contraire, peut conduire 
à une moins bonne extraction des protéines. 

 

L’analyse avec le gel SDS-PAGE n’a pas permis de révéler une dégradation des protéines après 
le traitement. Une analyse protéomique a donc été menée avec deux approches : une analyse 
quantitative obtenue à partir des résultats de quantification des protéines et une à partir des 
résultats de quantification obtenus à partir des peptides spécifiques. 

Certaines protéines ont été révélées à la fois avec la stratégie de quantification à partir des 
protéines et avec la stratégie de quantification à partir des peptides. Cependant, il est 
intéressant de remarquer qu’en plus de ces protéines communes, 4 protéines sont révélées 
uniquement avec la première stratégie et 140 pour la seconde ce qui conforte l’intérêt d’utiliser 
les deux techniques d’analyse. 

Enfin, la comparaison des protéines sur- et sous-exprimées par le traitement, entre la forme 
végétative et la forme sporulée, révèle seulement trois protéines communes sur l’ensemble des 
protéines révélées. L’organisation des bactéries étant différente, les décharges électriques 
interagissent différemment avec les différentes couches et biomolécules composant la 
bactérie. 

 

En conclusion de ce chapitre, les essais faits sur Bacillus pumilus ont permis de confirmer que 
les UV et les ROS sont des espèces produites lors de la décharge qui jouent un rôle important 
dans l’effet bactéricide de la technologie. Pour les bactéries sous forme végétative, 
l’observation par les outils de microscopie électronique (MEB et MET) met en évidence un 
phénomène d’affaissement de la paroi bactérienne après le traitement conduisant à une 
augmentation de la taille de la bactérie (longueur et largeur). Cette observation peut expliquer 
l’efficacité du système. Pour les spores de Bacillus pumilus, aucun changement morphologique 
ou d’architecture intracellulaire de la bactérie n’est observé à l’échelle nanométrique. 
L’analyse de l’ADN des spores a révélé la présence de cassures simple et double brin ainsi que 
la création de dimères de pyrimidine suite au traitement. Enfin, pour l’analyse des protéines, 
le gel SDS-PAGE a permis de mettre en évidence une différence entre les protéines extraites 
dans les échantillons témoins par rapport aux protéines des essais, dans le cas des bactéries 
végétatives. En revanche, pour les spores, les profils de répartition des protéines sont 
identiques entre les témoins et les essais. L’analyse protéomique a permis d’isoler et donc 
d’identifier les protéines affectées par le traitement. Pour les bactéries végétatives ou les 
spores, des protéines du cytoplasme et de la membrane sont affectées par le traitement. Pour 
ce qui est des processus biologiques dans lesquelles les protéines sont impliquées ils sont très 
différents et il n’est pas possible d’isoler une voie plus affectée que les autres. D’une part, parce 
que toutes les protéines n’ont pas leurs processus répertoriés dans la base QuickGO et, d’autre 
part, parce qu’une grande diversité de processus est identifiée (voies de la respiration, de la 
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création des protéines, de la création d’énergie, de transport transmembranaire, …). 
Cependant, des voies indispensables à la survie des bactéries sont touchées et on peut donc 
supposer que l’effet bactéricide du traitement peut être expliqué par une dégradation des 
protéines ou de leur environnement typiquement pour les protéines membranaires 
(phospholipides, peptidoglycane, …).
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Conclusions et perspectives 
 

Le monde de l’industrie est à la recherche d’innovations afin de devancer la concurrence mais 
également afin d’anticiper l’entrée en vigueur de nouvelles normes d’utilisation de produits 
chimiques. La société ITHPP a donc décidé de développer deux nouvelles technologies, une 
pour la décontamination d’emballages grâce à l’utilisation d’un faisceau d’électrons pulsés, et 
l’autre pour la décontamination de l’eau en appliquant des décharges électriques. 

Avant toute chose, il a fallu démontrer l’efficacité de ces technologies sur des souches de 
références, en l’occurrence Bacillus pumilus sous forme sporulée. Afin de choisir les conditions 
optimales de traitement, l’influence des paramètres machine ou environnementaux a été 
évaluée. Enfin, la détermination des mécanismes responsables de l’inactivation bactérienne a 
été investiguée en utilisant des outils de microscopie de pointe (AFM, MEB et MET) ainsi qu’en 
analysant l’intégrité de l’ADN avec la PFGE et des protéines avec une analyse protéomique. 

 

Le faisceau d’électrons pulsés 
 

Les essais préliminaires, réalisés dans le but de choisir la bactérie de référence, ont montré 
que les bactéries en phase exponentielle de croissance sont plus résistantes au traitement 
qu’en phase stationnaire : 4 log10 contre 4,7 log10. Il a également été observé que la forme 
sporulée de Bacillus pumilus est plus résistante au faisceau d’électrons pulsés que la forme 
végétative. En effet, après l’application de 1 impulsion à 2 cm de la fenêtre d’irradiation, la 
diminution logarithmique obtenue pour la forme végétative est de 4,7 log10 contre 0,7 log10 
pour la forme sporulée. L’organisation différente entre la spore et la forme végétative peut 
expliquer ce phénomène, notamment, par la plus faible quantité d’eau présente dans le cœur 
contenant l’ADN. Cette caractéristique protège ce dernier des ROS (espèces réactives de 
l’oxygène) issus de la radiolyse de l’eau créés lors du traitement.  L’ADN est également protégé 
par la présence des SASPs (petites protéines acido-solubles), de la membrane interne et du 
manteau qui limite l’accès des espèces chimiques au génome. L’objectif fixé pour cette 
technologie est l’obtention d’une diminution logarithmique de 6 log10 pour répondre aux 
demandes les plus courantes des industries de l’agroalimentaire, de la pharmaceutique ou de 
la cosmétique. Il est atteint après l’application de 8 impulsions à 2 cm de la fenêtre 
d’extraction avec 6,5 log10 sur la forme sporulée de Bacillus pumilus. 

La recherche de l’explication de l’effet bactéricide du faisceau d’électrons s’est déroulée en 
plusieurs étapes. Tout d’abord, pour les bactéries sous forme végétative ou les spores, 
l’observation de la paroi de la bactérie montre que le traitement ne conduit pas à une 
modification de leur morphologie ni ne révèle la présence de pores suite au traitement. 
L’apparition de pores a été mise en évidence par Pillet et al. suite à l’application de champs 
électriques pulsés [40]. Dans le cas des bactéries végétatives, l’utilisation d’une pointe 
fonctionnalisée avec du 1-dodécylmercaptane, pour l’observation en AFM, a révélé une perte 
d’hydrophobicité de la paroi. La modification de ce caractère peut s’expliquer par la 
dégradation des acides lipoteichoïques et techoïques présents à la surface des bactéries Gram 
positives. Il a été montré que les acides teichoïques jouent un rôle essentiel dans la survie de 
Bacillus subtilis. En effet, d’après Brown et al. (2013), la délétion d’un gène (tardD), 
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responsable de la synthèse d’un acide teichoïque prédominant chez cette bactérie, entraine 
un changement de morphologie de la bactérie et un épaississement de la paroi [172]. Dans 
notre cas, aucune observation de ce type n’a été faite avec les outils de microscopie employés 
(AFM, MEB et MET). La dégradation n’est peut-être pas suffisante mais une dégradation de 
ces acides peut expliquer la perte d’hydrophobicité [40]. Il serait donc intéressant d’extraire 
ces acides pour voir s’ils sont affectés par le traitement. De plus, la mesure de la quantité 
d’ADN ou de protéines présents suite au traitement dans le milieu n’a pas permis de révéler 
une perméabilisation de la paroi. Cependant, au vue de la taille des macromolécules étudiées, 
il est possible qu’elles n’aient pas pu passer la paroi. Une analyse d’autres molécules plus 
petites (ions, ATP, …) pourrait être envisagée. 

Ensuite, l’étude s’est portée sur l’intégrité de la molécule d’ADN. Pour la forme végétative de 
Bacillus pumilus, il apparait clairement que l’augmentation du nombre d’impulsions, et donc 
de la dose déposée, contribue à une plus forte dégradation de l’ADN génomique. De plus, 
l’utilisation de différentes enzymes a permis de révéler, en plus des cassures double brin, la 
présence de cassures simple brin (avec la Nucléase S1) et de dimères de pyrimidine (avec 
l’Endonucléase V). Pour la forme sporulée, le traitement conduit à la production de cassures 
simple et double brin. Pour la création de dimères de pyrimidine, le gel ne permet pas de 
mettre clairement en évidence ce phénomène. En effet, les fragments du témoin semblent 
dégradés après l’ajout de l’Endonucléase V. L’expérience devrait être refaite à partir de spores 
étalés sur boite de Pétri afin de ne pas passer par l’étape de séchage qui peut, peut-être, 
engendrer ce type de dommages. Il pourrait également être intéressant d’évaluer l’influence 
de la dose déposée au niveau des spores sur le taux de dégradation de l’ADN. 

En dernier lieu, une analyse quantitative des protéines après l’application des impulsions est 
faite afin de révéler leur sur ou leur sous-expression. Pour la forme végétative, 9 protéines 
sont révélées comme sous-exprimées après le traitement. La localisation de ces protéines est 
à la fois cytoplasmique et membranaire. Le traitement induit donc des modifications au niveau 
des protéines quel que soit leur emplacement. Plusieurs processus biologiques sont affectés 
par l’application des impulsions dont les voies de production des acides aminés, constituants 
principaux des protéines. Cinq protéines sont révélées comme surexprimées. L’explication 
peut venir du fait que le traitement a conduit à des modifications, par exemple au niveau de 
la fluidité de la membrane, permettant une meilleure extraction des protéines. La localisation 
des protéines d’intérêt n’est pas répertoriée dans la banque de données, à l’exception d’une 
protéine du cytoplasme. Pour les spores de Bacillus pumilus, la même expérience est effectuée 
et permet de révéler la sous-expression de 6 protéines membranaires et cytoplasmiques 
impliquées dans différents processus clés pour la survie de la bactérie (cycle de Krebs, par 
exemple).  La surexpression de 8 protéines est également mise en lumière par l’analyse. Ce 
sont des protéines du cytoplasme et de la membrane qui ont pu être mieux extraites suite au 
traitement. Par conséquent, une modification de l’organisation de certaines molécules a dû 
survenir suite au traitement permettant une meilleure extraction des protéines. Une analyse 
de l’intégrité des phospholipides, par exemple, pourrait être faite afin de révéler d’autres 
dommages induit par l’application de faisceau d’électrons pulsés sur les spores ou la forme 
végétative de Bacillus pumilus. 

Une autre perspective peut être la recherche de l’explication de la plus grande résistance des 
bactéries en phase exponentielle. L’hypothèse de la protection du facteur de transcription σB 
(contrôleur de l’expression des protéines de stress) par son facteur anti- σB, RsbW, peut être 
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regardé. Il faudrait pour cela créer une mutation de la bactérie afin de ne plus avoir le facteur 
RsbW exprimé (ΔRsbW) ce qui empêcherait la formation du complexe σB-RsbW (complexe 
n’existant qu’en phase exponentielle).  Un dénombrement serait alors fait afin de voir si la 
différence d’efficacité du traitement se retrouve toujours entre la phase stationnaire et la 
phase exponentielle. 

 

Les décharges électriques 
 

Pour la technologie des décharges électriques dans l’eau, l’objectif final est d’éliminer les 
bactéries contenues dans les TAR. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir une diminution de  
2 log10. Les premiers essais ont permis de valider la plus grande résistance au traitement de la 
forme sporulée de Bacillus pumilus avec une diminution de 2,4 log10 après 500 impulsions. Il 
a également été montré que la présence dans le milieu de pyruvate 1 mM permet de piéger 
70% de l’H2O2 produit lors de l’application des décharges électriques dans le milieu. L’efficacité 
bactéricide de la technologie est donc diminuée avec une efficacité de 1,8 log10 après 500 
impulsions. Différentes concentrations en pyruvate pourraient être testées pour quantifier 
l’influence de la concentration en H2O2 sur la diminution logarithmique obtenue. Il a 
également été prouvé que les UV créés lors de l’application de la décharge contribuent 
largement à l’élimination des bactéries en conduisant à une diminution de 0,7 log10 après 500 
impulsions. Ces constatations confirment bien que les ROS et les UV sont des phénomènes 
prédominants dans l’élimination des bactéries par ce type de technologie. Il pourrait être 
intéressant, pour compléter l’étude, de travailler sur des biofilms. Les biofilms sont très 
résistants aux stress environnementaux. En effet, les bactéries sont confinées à l’intérieur 
d’une matrice extracellulaire qui les protège. Ces biofilms peuvent se former à l’intérieur des 
canalisations des TAR et être libérée dans la canalisation ce qui entraine une forte 
concentration en bactéries temporairement dans l’eau. Par conséquent, il est nécessaire 
d’augmenter la concentration d’un facteur 100 voire 1000 pour tuer les bactéries [173]. 

La compréhension de l’effet, ou des effets, sur les bactéries s’est d’abord centrée sur 
l’observation de la morphologie et de l’organisation des différentes couches constituant 
Bacillus pumilus. Pour la forme végétative, un affaissement de l’enveloppe bactérienne ainsi 
qu’une augmentation de la longueur et la largeur de la bactérie sont observés en utilisant la 
MEB. L’affaissement révélé par MEB est confirmé en comparant les images obtenues en MET 
sur les échantillons témoins et essais. Ce type d’observation a déjà été mis en évidence après 
l’exposition de bactéries Vibrio sp. à des ondes de choc [167]. La déformation constatée après 
l’application des décharges électriques peut être due aux ondes de choc créées lors de 
l’apparition de l’arc dans l’eau. Pour valider cette hypothèse, il faudrait placer une solution de 
Bacillus pumilus dans un contenant ayant les mêmes propriétés d’absorption de l’onde que 
celles de l’eau. Cette expérience permettrait d’isoler le phénomène d’onde de choc des autres 
afin de voir son effet sur la morphologie des bactéries. Les résultats sur les spores sont 
différents. Aucune différence que ce soit de morphologie ou d’organisation n’est observée 
avec les outils de microscopie employés (AFM, MEB et MET). D’autre part, la mesure de la 
quantité d’ADN ou de protéines présents dans le surnageant suite au traitement n’a pas 
permis de révéler une perméabilisation de la paroi. Cependant, il est possible que de plus 
petites molécules soient relarguées (ions, ATP, …) par la bactérie si un phénomène de 
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perméabilisation est apparu. Une analyse de ces molécules pourrait apporter des informations 
sur l’intégrité de la paroi de Bacillus pumilus. 

L’observation de l’ADN de Bacillus pumilus n’a pas permis de tirer de conclusion quant à son 
intégrité ou à sa dégradation après l’application des décharges électriques. La sensibilité de la 
forme végétative au conditionnement a conduit à la création de cassures simple et double 
brin au niveau du témoin. Les échantillons essais présentent, cependant, des dommages plus 
importants révélant des cassures simple brin. Sur les spores de Bacillus pumilus, des 
dommages type cassures simple et double brin et de dimères de pyrimidine sont révélés. Pour 
voir l’influence du nombre d’impulsions sur la dégradation de l’ADN, il serait intéressant de 
faire des essais avec 100, 250 et 400 impulsions. La diminution logarithmique serait alors 
corrélée avec l’intensité des bandes obtenues sur les gels. 

Le dernier axe de cette étude est l’analyse quantitative des protéines. Deux catégories de 
protéines se distinguent : les protéines sous-exprimées et les protéines surexprimées suite au 
traitement. Chez les bactéries végétatives, 57 protéines sont identifiées comme sous-
exprimées avec une localisation à la fois au niveau de la membrane et du cytoplasme. Les 
mécanismes, dans lesquelles ces protéines sont impliquées, sont divers mais correspondent à 
des voies indispensables à la survie des bactéries (transport transmembranaire ou protéolyse, 
notamment). Les 9 protéines surexprimées sont soit des protéines membranaires soit des 
protéines cytoplasmiques. Dans le cas des spores, 20 protéines sont sous-exprimées. Il s’agit 
de protéines cytoplasmique et membranaire impliquées dans différents processus 
biologiques. Une grande majorité des protéines révélées par l’analyse sont des protéines 
surexprimées suite au traitement. En effet, 140 protéines rentrent dans cette catégorie et sont 
présentes soit au niveau du cytoplasme soit au niveau de la membrane. Il n’est pas possible 
d’identifier tous les processus biologiques correspondant à ces protéines car la base de 
données n’est pas complète. Cependant, il est révélé que les processus majoritairement 
impliqués dans la liste connue sont les mécanismes d’oxydo-réduction, les processus 
métaboliques ou des mécanismes indispensables à la production de protéines. Une 
modification au niveau de la bactérie est donc survenue suite au traitement permettant une 
meilleure extraction de certaines protéines. La création de ROS peut conduire à une 
fluidisation de la membrane par peroxydation des lipides (oxydation des lipides insaturés) 
[174] ce qui pourrait donner une explication à la surexpression de certaines protéines. Afin de 
valider cette hypothèse une mesure de fluidisation de la membrane entre un échantillon 
témoin et un essai pourrait être réalisée et une analyse cinétique pour évaluer les effets à 
court et long terme. L’utilisation du pyrène comme marqueur de fluidité est courante. Cette 
molécule va s’intercaler dans la membrane lipidique et former un excimère (molécule 
constituée de deux monomères identiques pouvant se trouver dans un état excité). La mesure 
de l’excitation de cet excimère en comparaison du monomère permet de remonter à la fluidité 
de la membrane. Plus la fluidité est importante, plus la quantité d’excimère, et donc de 
fluorescence mesurée, est importante [175]. 

Enfin, il serait intéressant d’évaluer l’influence de l’exposition aux UV ou aux ROS sur l’intégrité 
des protéines. Pour ce faire, il faudrait réaliser des essais avec la cuvette en Quartz, pour isoler 
l’effet des UV, ou ceux avec l’ajout de pyruvate 1 mM, pour inhiber l’action des ROS. A la suite 
de ces essais, une analyse protéomique permettrait de comparer les résultats avec ceux déjà 
obtenus. 
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En conclusion, cette étude aura permis de révéler des modifications induites par le faisceau 
d’électrons pulsés ou par les décharges électriques sur Bacillus pumilus sous forme végétative 
ou sporulée. Une perte d’hydrophobicité de l’enveloppe de Bacillus pumilus traité par les 
faisceaux d’électrons est révélée grâce à l’AFM. Une fuite du matériel cytoplasmique suite au 
traitement de Bacillus pumilus par les décharges électriques est observée à l’aide de deux outils 
de microscopie (MEB et MET). Enfin, que ce soit pour la forme végétative ou la forme sporulée, 
une dégradation de l’ADN et des protéines suite aux traitements est mise en évidence. Ces 
résultats peuvent apporter une explication au caractère bactéricide de ces deux technologies.
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Annexes 
 

Annexe 1 : Proceeding de l’EAPPC 2016 ‘Bacteria inactivation by pulsed electron 
beam’ 
 

 



 
221 



 
222 



 
223 

 

 



 
224 

Annexe 2 : Liste des protéines sous-exprimées chez Bacillus pumilus après le 
traitement par le faisceau d’électrons 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

T/E 7 

A0A0C2PH04 
A0A1A6I328 
A0A1A6I162 
A0A0C2TLC7 
A0A0C2PU23 
A0A063YYM6 
A8FEF8 

 

ilvC 
leuA 
prsA 
BAY68_09315 
BAY68_09310 
B4107_2822 
BPUM_1955 

 

E absent 2 B4AGA6 
A0A0K0I3H3 

 

BAT_0417 
B4107_0407 

 

 

Annexe 3 : Liste des protéines surexprimées chez Bacillus pumilus après le 
traitement par le faisceau d’électrons 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

E/T 4 

A0A1Q9BAB3 
B4AIB5 
A0A1A6I0X7 
A0A0K6K7Y5 

 

ldh_1 
BAT_3529 
BAY68_14355 
pdxS 

 

T absent 1 A0A0H1RWK1 
 

XJ18_10475 
 

 

* Pour un même nom de gêne, il peut y avoir différents numéros d’accession si les souches dans 
lequel le gêne est retrouvé sont différentes. 
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Annexe 4 : Liste des protéines sous-exprimées chez les spores de Bacillus pumilus 
après le traitement par le faisceau d’électrons 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

T/E 2 A0A063Z0S0 
A0A1A6I8N1 

 

BAY68_17935 
BAY68_17310 

 

E absent 4 

A0A0H1S8G9 
A0A0K0I1A8 
A0A063Z353 
A8FHT1 

 

XJ18_02050 
B4107_2672 
sucD 
BPUM_3144 

 

 

Annexe 5 : Liste des protéines surexprimées chez les spores de Bacillus pumilus 
après le traitement par le faisceau d’électrons 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

E/T 8 

A0A0C2SW34 
A0A0H1RSS9 
B4AE78 
A0A0K0I143 
A0A0H1RTF8 
RSGA 
A0A0H1RX31 
A0A0K0I204 

 

fumC 
XJ18_16340 
ileS 
B4107_3489 
ppnK 
rsgA 
secD 
B4107_0322 

 

T absent 0   
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Annexe 6 : Publication ‘Electrical discharges in water induce spores’ DNA damage’ 
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Annexe 7 : Liste des protéines sous-exprimées chez Bacillus pumilus, d’après 
l’analyse quantitative à partir des protéines, après le traitement par décharges 
électriques 
 

Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

28 

A0A1A6I6V5 
A8FCU3 
A0A1A6I772 
A0A1A6HZF7 
A0A0K0I334 
A0A0H1RUJ1 
W8QTW7 
A0A1A6I267 
W8QSM5 
A8FCA1 
A0A1A6I8D4 
A0A0H1RVX9 
A0A1A6I8T1 
A0A0C2TRW4 
A0A0H1RX21 
B4AFV6 
A0A1A6I7D2 
W8QXK6 
A0A063YYM6 
METE 
B4AEV7 
A0A063Z9H9 
A0A0M2FX18 
A0A1A6I9Y5 
A0A0H1RXR9 
B4AJK2 
A0A0C2NP49 
A0A0H1RVC0 

 

BAY68_04785 
BPUM_1377 
BAY68_04840 
BAY68_15305 
B4107_1148 
XJ18_13085 
BW16_04170 
BAY68_11105 
BW16_01730 
BPUM_1184 
fecE 
XJ18_10440 
BAY68_19065 
B4107_0203 
XJ18_08675 
BAT_3201 
BAY68_18225 
BW16_04590 
B4107_2822 
metE 
metE 
BAY68_19060 
B4107_3496 
BAY68_16470 
XJ18_07380 
BAT_0894 
B4107_3610 
XJ18_13250 
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Annexe 8 : Liste des protéines sous-exprimées chez Bacillus pumilus, d’après 
l’analyse quantitative à partir des peptides, après le traitement par décharges 
électriques 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

T/E 33 

A0A0K0HYD0 
A0A1A6I1E6 
B4AEV7 
A8FCD2 
A0A1A6I6V5 
W8QXK6 
A0A1A6I322 
A0A0C2NP49 
A0A1A6HZF7 
A0A096VLB7 
A0A0M2FWJ2 
A0A1Q9BCD7 
A0A1Q9BBY6 
A0A1A6I9Y5 
A0A1A6I7D2 
A0A0K0I334 
A0A1A6IAD8 
A0A1A6I731 
A0A0C2TRW4 
A0A1A6I200 
A0A1A6I392 
A0A0H1RU95 
A8FCA1 
A0A1A6I267 
A8FG79 
A0A1A6I772 
A0A0H1RY28 
W8QSM5 
A0A1A6I2P0 
A0A063YYM6 
A0A0K0I3H3 
B4AEV0 
A0A0H1RT71 

 

B4107_1364 
BAY68_12030 
metE 
metE 
BAY68_04785 
BW16_04590 
BAY68_10115 
B4107_3610 
BAY68_15305 
Non renseigné 
B4107_3619 
carB_1 
blaSE 
BAY68_16470 
BAY68_18225 
B4107_1148 
BAY68_15965 
BAY68_04595 
B4107_0203 
BAY68_12970 
BAY68_12765 
B4107_2708 
BPUM_1184 
BAY68_11105 
dbpA 
BAY68_04840 
XJ18_08015 
BW16_01730 
BAY68_10780 
B4107_2822 
B4107_0407 
BAT_2834 
XJ18_15550 

 

E absent 18 

A0A1A6I952 
A0A0M2FWZ0 
A0A1A6HZF7 
B4AJK2 
A0A0H1RVX9 
A0A1A6I9V7 

BAY68_01205 
argG 
BAY68_15305 
BAT_0894 
XJ18_10440 
pyrC 
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Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

A0A1A6I9Y5 
A0A1A6I8T1 
A0A0H1RYK8 
A0A1A6I267 
B4ANI6 
A0A0H1RUJ1 
A0A1A6I1B0 
A0A0H1S3Y9 
A0A0H1RXU1 
A0A1A6I8D4 
W8R513 
A0A0K0I155 

 

BAY68_16470 
BAY68_19065 
argH 
BAY68_11105 
BAT_1692 
XJ18_13085 
BAY68_11795 
XJ18_10000 
XJ18_09570 
fecE 
BW16_18745 
B4107_3132 

 

 

* Pour un même nom de gène, il peut y avoir différents numéros d’accession si les souches dans 
lequel le gène est retrouvé sont différentes. 

 

Annexe 9 : Liste des protéines surexprimées chez Bacillus pumilus, d’après 
l’analyse quantitative à partir des peptides, après le traitement par décharges 
électriques 
 

 

  

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

E/T 6 

A0A1A6I7B5 
A0A0C2SAJ2 
A0A1A6I5N7 
A8FE15 
W8QWS8 
W8RGB3 

 

BAY68_04600 
menB 
lipM 
BPUM_1811 
BW16_09940 
BW16_05840 

 

T absent 4 A0A1A6I139 
A8FE15 
A0A0K0HYT3 
A0A0H1S2A5 

 

BAY68_14735 
BPUM_1811 
B4107_1853 
XJ18_12945 
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Annexe 10 : Liste des protéines surexprimées chez les spores de Bacillus pumilus, 
d’après l’analyse quantitative à partir des protéines, après le traitement par 
décharges électriques 
 

Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

18 

W8QZJ8 
A0A0H1RY15 
A0A1A6I384 
A0A1A6I5V3 
A0A1A6I134 
A0A0H1S1M0 
A0A1A6I7L4 
A8FFA2 
A8FEZ2 
A0A1A6I3Z0 
A0A0K0I4E5 
RL32 
A0A1A6I0Y4 
A0A0H1RUT4 
A0A0H1S058 
A0A0H1RTM1 
A0A1Q9B561 
W8QXP0 

 

topA 
pepT 
hemC 
BAY68_08260 
BAY68_13785 
trmD 
ppaC 
BPUM_2250 
BPUM_2140 
BAY68_09795 
B4107_0657 
rpmF 
guaA 
XJ18_12735 
XJ18_04920 
XJ18_15735 
BACPU_31170 
glpK 
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Annexe 11 : Liste des protéines sous-exprimées chez les spores de Bacillus pumilus, 
d’après l’analyse quantitative à partir des peptides, après le traitement par 
décharges électriques 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène 

T/E 17 

B4AE09 
W8QUS7 
A0A1A6I7M2 
A8F988 
A0A1A6I6F0 
A0A0H1RXC7 
B4ANC6 
B4AJK2 
A0A0H1S2J3 
A0A1Q9BBY6 
A0A0H1RTD2 
A0A063Z5T9 
A0A063Z7H0 
A0A0H1RZT1 
W8QP50 
A8FCK2 
A0A0K0I2H0 

 

hslU 
BW16_06110 
glmM 
rplB 
BAY68_03950 
XJ18_08320 
BAT_1756 
BAT_0894 
XJ18_00850 
blaSE 
XJ18_14890 
BAY68_06925 
BAY68_07185 
XJ18_04500 
BW16_11095 
BPUM_1286 
B4107_2596 

 

E absent 5 

B4ANC6 
A0A0H1S2J3 
A0A1A6I2M8 
A0A1A6I7Z5 
A0A0H1RUT4 

 

BAT_1756 
XJ18_00850 
BAY68_11670 
BAY68_17100 
XJ18_12735 
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Annexe 12 : Liste des protéines surexprimées chez les spores Bacillus pumilus, 
d’après l’analyse quantitative à partir des peptides, après le traitement par 
décharges électriques 
 

Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

E/T 90 

B4APD5 
A0A0C2SS73 
A0A1A6I5W2 
A0A0K0I2G7 
W8RIW8 
A0A0M2FW48 
A8FHT1 
A0A1A6IA74 
W8QN85 
A0A1A6IA69 
A0A0K0I4W2 
A8F9E7 
A8FC18 
W8QXP0 
A0A063Z353 
A0A0K0I1C9 
A0A063Z1A9 
A8FEF3 
A0A1A6I5V3 
A0A1A6I7L4 
A0A1Q9B9A5 
A0A0M2FX62 
A0A0C2Q2U2 
B4AN35 
A0A1A6I2M2 
A0A1A6I2P6 
A0A1A6IC55 
A8FDF9 
A0A0C2TIG4 
A0A063Z4D5 
B4AME7 
A0A0H1RRS4 
A0A1A6I8G9 
A0A1A6I384 
B4AJ93 
A8FEZ2 
A0A1A6I5F3 
A0A1A6I0Y4 
A0A0H1RSU5 

guaB 
rnj 
pyrG 
gcvPA 
B4107_2078 
B4107_1667 
BPUM_3144 
nusA 
BW16_11265 
ftsY 
B4107_0235 
glmS 
BPUM_1101 
glpK 
sucD 
B4107_2362 
B4107_0753 
BPUM_1950 
BAY68_08260 
ppaC 
tpiA 
folD 
B4107_0766 
rpsG 
BAY68_14150 
rph 
cinA 
BPUM_1594 
B4107_1077 
rimP 
dbpA 
XJ18_18350 
BAY68_17845 
hemC 
rpmE1 
BPUM_2140 
rpmG 
guaA 
gatB 
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Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

A0A0M2FVL6 
A8FFV9 
A8FCS4 
A8FD73 
A0A0C2P6U8 
A8FG78 
A0A1A6I7Q9 
W8QZJ8 
A0A0H1RZV3 
A8FGD6 
W8QUS7 
A8FE79 
A0A0C2TS51 
A0A0H1RY15 
A0A1A6I7M2 
A0A0K0I229 
A0A0C2PCA4 
A0A1A6I960 
F6KSH9 
A0A0K0HZ38 
A0A0H1RZH4 
A0A0C2SPW1 
A0A0C2SAJ2 
A0A1A6I3D1 
A0A1A6I134 
A0A0H1S1H7 
A0A1A6I9N1 
A0A063Z2B1 
A0A0H1RUS3 
A0A0H1RUH1 
A0A0H1RYK9 
A0A0H1RY23 
A0A0H1S0P8 
A0A0K0HYK4 
A0A1Q9B5Q1 
A0A0K0HZ76 
A0A1A6I6W5 
A0A0C2PKL3 
A8FCZ4 
A0A1A6I7N5 
A0A0K0I4E5 
A0A0H1RS29 
A0A0H1RRX5 
A0A0H1S031 

B4107_1616 
clpX 
BPUM_1358 
sucC 
rnj 
nadK 
serS 
topA 
tgl 
BPUM_2645 
BW16_06110 
BPUM_1876 
XJ18_13210 
pepT 
glmM 
B4107_3570 
murA 
BAY68_00530 
gyrB 
B4107_1606 
XJ18_05375 
B4107_3667 
menB 
BAY68_10060 
BAY68_13785 
hprK 
BAY68_00890 
BAY68_18260 
XJ18_15310 
B4107_2799 
serC 
XJ18_07140 
XJ18_15480 
B4107_1344 
serC 
B4107_0544 
BAY68_18620 
B4107_2631 
BPUM_1428 
fabZ 
B4107_0657 
dltA 
folE2 
XJ18_02435 
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Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

A0A0K0I2U4 
A0A0H1S2D3 
A8FCA6 
A0A0H1S1M0 
A0A0H1RZ94 
A0A0H1RTM1 
A0A0H1S058 

 

B4107_2805 
XJ18_00305 
BPUM_1189 
Non renseigné 
Non renseigné 
Non renseigné 
Non renseigné 

 

T absent 57 

A8FD73 
W8QVP6 
B4AGR2 
A0A1A6I5W2 
A0A1A6I7Q9 
A0A0M2FW48 
B4ANL4 
A0A0K0I4W2 
B4ANF0 
A0A1A6I960 
B4AJ54 
A0A0H1S5F7 
A0A063Z712 
A0A063Z1A9 
A0A0M2FXM5 
A0A063Z8Z1 
A0A063Z4V2 
A0A1A6I952 
A0A1A6I9J8 
A0A0C2Q2U2 
B4ALL4 
A0A1A6I9D8 
A8FH66 
A0A1A6I208 
A0A063Z2B1 
A0A0H1S1I0 
B4APC2 
W8QTM7 
A0A0C2NQT8 
A0A1A6I1J6 
A0A1A6I582 
A0A063Z2D6 
B4AEK0 
A0A1A6I8G9 
A0A0H1RX95 
A0A1A6I174 
B4AL15 

sucC 
gltX 
uvrA 
pyrG 
serS 
B4107_1667 
BAT_1220 
B4107_0235 
dnaJ 
BAY68_00530 
BAT_0741 
sdhB 
BAY68_09150 
B4107_0753 
murC 
BAY68_03820 
B4107_0840 
BAY68_01205 
radA 
B4107_0766 
mtnN 
glsA 
BPUM_2929 
proS 
BAY68_18260 
XJ18_01130 
BAT_4136 
BW16_03495 
ispG 
BAY68_10940 
BAY68_07710 
luxS 
BAT_2732 
BAY68_17845 
XJ18_08135 
BAY68_13990 
BAT_2197 
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Critère Nombre de protéines 
quantifiées 

Numéro d’accession 
au gène Nom du gène * 

A0A0C2PKL3 
B4AEN4 
A0A063Z948 
A0A1A6I2S3 
A0A1Q9B4N9 
A0A0H1RWE0 
A0A1Q9BCH3 
A0A0K0I2U4 
A0A0H1RYR5 
A0A0H1S114 
A0A0K0HXV0 
A8FCW7 
A0A1A6I857 
A0A0H1RT81 
A0A063Z3P9 
A0A0C2TS92 
A0A0H1RXE6 
A0A1Q9B4P3 
W8QS11 
A0A0K0I4K7 

 

B4107_2631 
BAT_2767 
B4107_3463 
thiG 
abrB 
mnmA 
BACPU_08270 
B4107_2805 
XJ18_06415 
XJ18_03550 
B4107_1613 
rpmF 
BAY68_17995 
whiA 
B4107_0756 
nadK 
purK 
BACPU_33510 
tilS 
B4107_0710 

 

 

* Pour un même nom de gène, il peut y avoir différents numéros d’accession si les souches dans 
lequel le gène est retrouvé sont différentes. 

  



 
250 

Annexe 13 : Définition des termes GO pour la localisation des protéines 
 

 

 

Terme GO Définition 
cytoplasme Tous les composants de la cellule en excluant la membrane 

plasmique. 
membrane Une double couche lipidique avec toutes les protéines et 

complexes protéiques en interaction avec elle. 
membrane plasmique La membrane délimitant la cellule de son environnement. 

Elle est constituée d'une double couche de phospholipides 
et de protéines associées. 

composant intégral de la membrane Les composants de la membrane composés des complexes 
protéiques ayant au moins une partie de leur séquence 
peptidique incorporée dans la région hydrophobe de la 
membrane. 

complexe enzymatique du cycle de Krebs Enzymes qui interviennent dans le cycle de Krebs. 

intracellulaire La matière contenue dans (mais ne l'incluant pas) la 
membrane cellulaire. 

transporteur à ATP Binding cassette Un complexe pour le transport de métabolites dans et en 
dehors de la cellule. Il est typiquement composé de quatre 
domaines : deux domaines associés à la membrane et deux 
domaines de liaison à l'ATP au niveau de la face interne de 
la membrane qui forment un pore central à niveau de la 
membrane cellulaire. Chez des bactéries, les transporteurs 
d'ABC incluent aussi les protéines de liaison au substrat 
pour lier le substrat présent dans le milieu extérieur au 
cytoplasme. 

cellule L'unité structurelle et fonctionnelle de base de tous les 
organismes. Inclut la membrane cellulaire et n'importe 
quelle structure encapsulante externe comme la paroi et 
l'enveloppe cellulaire. 

complexe béta-galactosidase Un complexe de protéines qui possède une activité bêta-
galactosidase, c'est-à-dire qui catalyse l'hydrolyse du beta-
D-galactosides en beta-D-galactose. 

intérieur de la bicouche lipidique L'intérieur de la double couche lipidique d'une enveloppe, 
généralement très sélectif à la plupart des ions et 
métabolites. 

ribosome Organite intracellulaire composé d'ARN et de protéines. 
C’est le site de la biosynthèse des protéines résultant de la 
traduction de l'ARNm. Chez les bactéries, il est constitué de 
deux sous-unités, une grande (50 S) et une petite (30 S). 

chromosome Une structure composée d'une très longue molécule d'ADN 
et de protéines associées (par exemple des histones) qui 
porte des informations héréditaires. 
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Annexe 14 : Définition des termes GO pour les processus biologiques des protéines 
 

Terme GO Définition 
aminoacylation des ARNt pour la synthèse 
des protéines 

L’aminoacylation des ARNt pour la synthèse des 
protéines est une étape qui permet de fixer l’acide 
aminé sur son ARNt correspondant avant 
l’incorporation du complexe dans la grande sous-
unité du ribosome pour la synthèse des protéines à 
partir de l’ARN messager. 

assimilation des nitrates Le processus métabolique de l'azote qui englobe 
l'assimilation du nitrate de l'environnement et la 
réduction de l'ammoniaque et qui aboutit à 
l'incorporation des dérivés azotés à partir du nitrate 
(NO3

-) des substances cellulaires. 
biosynthèse  des acides aminés de la famille 
des aromatiques 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'acides aminés aromatiques 
(phénylalanine, tyrosine, tryptophane). 

biosynthèse 'de novo' d'uridine 
monophosphate synthase (UMP) 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'UMP (uridine monophosphate) 
commençant par la synthèse du (S)-dihydroorotate à 
partir du bicarbonate. La biosynthèse de l'UMP peut 
se faire via la réduction par une quinone, NAD(+) ou 
l'oxygène. 

biosynthèse des composés contenant de la 
porphyrine 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de n'importe quel dérivé ou analogue de la 
porphyrine. Les porphyrines sont impliquées dans le 
transport du dioxygène ou la chaine de transfert des 
électrons. 

chaine de transport d'électrons Le processus dans lequel une série de transporteurs 
d'électrons opère ensemble pour transférer des 
électrons d'un donneur vers n'importe quel 
accepteur d'électrons pour générer un gradient 
électrochimique transmembranaire. 

changement topologique de l'ADN Le processus dans lequel une transformation est 
induite dans la structure topologique de la double 
hélice de l'ADN, aboutissant à un changement du 
nombre de liaisons. C'est un changement 
conformationnel. 

ciblage des protéines Le processus ciblant des protéines spécifiques dans 
des régions particulières de la cellule. 
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Terme GO Définition 
complexe phosphoenolpyruvate - sucre 
phosphotransférase (PTS) 

Un système complexe, appelé phosphoénolpyruvate 
- sucre phosphotransférase (PEP-PTS, ou plus 
simplement PTS), assure la phosphorylation et le 
transport du sucre. Le système PTS fait intervenir 
plusieurs protéines et enzymes du cytoplasme et de 
la membrane bactérienne. Les composants 
cytoplasmiques sont non spécifiques et communs à 
tous les sucres transportés par le PTS. Parce qu'il 
possède une très haute affinité pour chacun des 
substrats, le PTS permet à la cellule bactérienne de 
s'approprier rapidement la moindre trace de sucre 
présent dans l'environnement. Ainsi, le PTS serait 
particulièrement efficace dans des conditions de 
pénurie de sucre. L'énergie nécessaire et le 
phosphate proviennent du phosphoénolpyruvate, un 
métabolite intermédiaire de la glycolyse. 

cycle de Krebs Le cycle de Krebs est situé à un carrefour des 
métabolismes glucidique, lipidique et protéique. Il 
permet de dégrader le glucose, les acides gras ou les 
protéines afin de produire de l’énergie sous forme 
d’ATP. 

déphosphorylation des protéines Le processus qui consiste à enlever un ou des résidus 
phosphoriques à une protéine. 

élimination des radicaux superoxydes N'importe quel processus, agissant au niveau 
cellulaire, impliqué dans la conversion des radicaux 
superoxydes (O2

-) d'une cellule ou d'un organisme, 
par exemple par conversion en dioxygène (O2) et en 
eau oxygénée (H2O2). 

germination des spores Les changements physiologiques et liés au 
développement qui surviennent depuis la sortie de la 
phase de dormance jusqu'aux  tous premiers signes 
de croissance. 

gluconéogenèse La formation de glucose à partir de précurseurs non-
glucides, comme le pyruvate, les acides aminés et le 
glycérol. Ce n'est pas l'inverse de la glycolyse car les 
voies biochimiques empruntées ne sont pas 
identiques. 

glycolyse Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
dégradation du glucose en pyruvate, avec la 
production concomitante d'ATP et la réduction de 
NAD(P) en NAD(P)H. Le pyruvate peut être converti 
en acétyl-coenzyme A, en éthanol, en acide lactique. 

hydrolyse de la liaison phosphodiester 
d'acide nucléique 

Le processus métabolique des acides nucléiques dans 
lequel les liaisons phosphodiester entre les 
nucléotides sont rompus par l'hydrolyse. 

isomérisation de la protéine peptidyl-
prolyle 

La modification d'une protéine par isomérisation cis-
trans d'un résidu proline. 
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Terme GO Définition 
lipoylation des protéines La lipoylation du peptidyl-lysine pour former le 

peptidyl-N6-lipoyl-L-lysine. C'est un phénomène rare 
qui conduit à la modification post-transcriptionnel de 
la lysine. 

maturation de l'ARNt Le processus dans lequel la molécule de pré-ARNt 
(ARNt avec introns) est convertie en ARNt mature, 
prêt pour l'aminoacylation. 

méthylation Le processus par lequel un groupement méthyle (-
CH3) est attaché de manière covalente à une 
molécule. 

méthylation de l'ARNt L'ajout post-transcriptionnel de groupements 
méthyles au sein de mARNt. 

modification de l'ARN Le changement covalent d'un ou de plusieurs 
nucléotides au sein de l'ARN pour produire un ARN 
avec une séquence qui diffère de ce qui est codé 
génétiquement. 

modification de l'ARNt Le changement covalent d'un ou de plusieurs 
nucléotides au sein de l'ARNt pour produire une 
molécule d'ARNt avec une séquence qui diffère de 
celle codée génétiquement. 

phosphorylation La phosphorylation regroupe les processus 
permettant l’introduction d’un groupement 
phosphate dans une molécule, avec classiquement la 
formation d’un ester phosphorique, un amide 
phosphorique ou un pentoxyde de phosphore. 

phosphorylation des protéines Le processus d'introduction d'un groupe phosphate 
au sein d'une protéine. 

processsus métabolique du glycérol-3-
phosphate 

Les réactions chimiques et les voies impliquant le 
glycérol-3-phosphate, un monoester phosphorique (-
P=O) du glycérol. 

processus métabolique des glutamines Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
glutamines. 

processus catabolique des nucléotides Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
dégradation de nucléotides. 

processus catabolique des peptides Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
dégradation des peptides (composés de 2 ou 
plusieurs (mais moins de 100) acides aminés). 

processus catabolique du glycérol Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
dégradation du glycérol. 

processus de biosynthèse Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de substances, typiquement la partie du 
métabolisme nécessitant de l'énergie pour 
transformer les substances plus simples en plus 
complexes. 

processus de biosynthèse de la lysine via le 
diaminopimélate 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de lysine, via l'intermédiaire 
diaminopimélate. 

processus de biosynthèse de la méthionine Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de méthionine. 
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Terme GO Définition 
processus de biosynthèse de la 
protoporphyrinogène IX 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de protoporphyrinogène IX. C'est un 
intermédiaire du métabolisme des porphyrines 
(impliquées dans le transport du dioxygène ou la 
chaine de transfert des électrons). 

processus de biosynthèse de la valine Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de valine. 

processus de biosynthèse de la vitamine B6 Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de vitamine B6. 

processus de biosynthèse de l'arginine Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'arginine. 

processus de biosynthèse de l'arginine via 
l'ornithine 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'arginine, via l'intermédiaire ornithine. 

processus de biosynthèse 'de novo' L-
methionine 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de L-méthionine à partir de composés 
simples. 

processus de biosynthèse des acides aminés Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'acides aminés. 

processus de biosynthèse des acides aminés 
à chaîne ramifiée 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'acides aminés contenant un squelette 
carboné ramifié (isoleucines, leucine et valine). 

processus de biosynthèse des guanosines 
monophosphates (GMP) 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de GMP. 

processus de biosynthèse des isoleucines Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation d'isoleucine. 

processus de biosynthèse des leucines Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de leucine. 

processus de biosynthèse des lipoates Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation des lipoates. Les lipoates sont connus pour 
être des cofacteurs nécessaires à la fonction de 
plusieurs enzymes impliquées dans les métabolismes 
oxydatifs. Son activité rédox lui donne une fonction 
d'antioxydant et de piégeur de radicaux libres. 
L'acquisition et l'utilisation du lipoate diffère en 
fonction du microorganisme mais il affecte la 
virulence et la pathogénicité de ces microorganismes.  

processus de biosynthèse des 
menaquinones 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation des ménaquinones. Les ménaquinones 
sont essentielles dans le transport d'électrons et pour 
la génération d'ATP chez toutes les bactéries Gram+. 

processus de biosynthèse des nucléotides 
purique 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de nucléotides puriques. 

processus de biosynthèse des nucléotides 
pyrimidiques 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de nucléotides pyrimidiques. 

processus de biosynthèse du glutamate Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation du glutamate. 

processus de biosynthèse du NADP Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de NADP, une coenzyme impliquée dans 
beaucoup de réactions d'oxydoréduction et de 
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biosynthèse. Il peut se présenter à la fois sous la 
forme oxydée, NADP, ou sous la forme réduite, 
NADPH. 

processus de biosynthèse du phosphate de 
pyridoxal 

Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation du phosphate de pyridoxal, la forme active 
de la vitamine B6. 

processus de biosynthèse du tétrapyrrole Les réactions chimiques et les voies aboutissant à la 
formation de tétrapyrroles, pigments naturels. 

processus de modification des protéines 
cellulaires 

Le changement covalent d'un ou plusieurs acides 
aminés présents au sein d'une protéine, d'un peptide 
et ou polypeptides naissants (modifications pendant 
la traduction ou post-traductionnelles). Inclut la 
modification des ARNt ayant fixés un acide aminé 
destiné à arriver dans une protéine (modification pré-
traductionnelle). 

processus d'oxydoréduction Les procédés métaboliques qui conduisent au retrait 
ou à l’ajout d’électron(s) d’une substance avec ou 
sans retrait ou ajout de proton(s). L'espèce chimique 
qui capte les électrons est appelée oxydant et celle 
qui les cède, réducteur. 

processus métabolique Les réactions chimiques et les voies, d'anabolisme et 
de catabolisme, par lequel des organismes vivants 
transforment des substances chimiques. Des 
processus métaboliques transforment typiquement 
de petites molécules, mais incluent aussi des 
processus macromoléculaires comme la réparation et 
la réplication de l'ADN et la synthèse ou la 
dégradation de protéines. 

processus métabolique de l'acide 
carboxylique 

Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
acides carboxyliques, n'importe quel acide organique 
contenant un ou plusieurs groupes carboxyles (-
COOH) ou la forme ionisée (-COO-). 

processus métabolique de l'acide gamma-
aminobutyrique 

Les réactions chimiques et les voies impliquant l'acide 
de gamma-aminobutyrique (GABA, 4-
aminobutyrate). Son rôle chez les bactéries n'est pas 
encore prouvé mais il est possible qu'il soit impliqué 
dans les réponses aux stress oxydatifs ou le 
métabolisme du glutamate. 

processus métabolique des acides aminés à 
chaîne ramifiée 

Les réactions chimiques et les voies impliquant les 
acides aminés contenant un squelette carbonique 
embranché, comme l'isoleucine, la leucine et la 
valine. 

processus métabolique des acides aminés 
cellulaires 

Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
acides aminés, acides carboxyliques contenant un ou 
plusieurs groupes amines (-NH2). 

processus métabolique des acides gras Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
acides gras, des acides monocarboxyliques 
aliphatiques libérés par l'hydrolyse des graisses et des 
huiles. 
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processus métabolique des composés 
azotés 

Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
composés organiques ou inorganiques qui 
contiennent de l'azote. 

processus métabolique des glucides Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
glucides, soit un composé ayant pour formule 
générale Cx(H2O)y. Inclut la formation de dérivées de 
glucide par l’ajout d'un résidu glucidique à une autre 
molécule. 

processus métabolique des lipides Les réactions chimiques et les voies impliquant les 
lipides, les composés solubles dans un solvant 
organique mais pas, ou avec modération, dans un 
solvant aqueux. Inclut les acides gras, les graisses 
neutres, d'autres esters d'acide gras et savons, les 
glycolipides, phospholipides, carotènes, polyprénols, 
stérols,... 

processus métabolique des longues chaines 
d'acides gras 

Les réactions chimiques et les voies impliquant de 
longues chaînes d'acides gras. Une longue chaîne 
d'acide gras est un acide gras avec une longueur de 
chaîne comprise entre C13 et C22. 

processus métabolique des nucléosides Les réactions chimiques ou voies impliquant un 
nucléoside. 

processus métabolique des peptides Les réactions chimiques et les voies impliquant des 
peptides. 

processus métabolique des substances 
organiques 

Les réactions chimiques et les voies impliquant une 
substance organique (n'importe quelle entité 
moléculaire contenant des atomes de carbone). 

processus métabolique du fumarate Les réactions chimiques et les voies impliquant le 
fumarate. C'est un intermédiaire clé dans le 
métabolisme et est formé dans le cycle de Krebs à 
partir du succinate et converti en malate. 

processus métabolique du glycérol Les réactions chimiques et les voies impliquant le 
glycérol. 

processus métabolique du pyruvate Les réactions chimiques et les voies impliquant le 
pyruvate. 

processus métabolique NAD Les réactions chimiques et les voies impliquant le 
NAD, une coenzyme présente dans la plupart des 
cellules vivantes et dérivée de la vitamine B. 

protéolyse L'hydrolyse de protéines en de plus petits 
polypeptides et/ou acides aminés par clivage de leurs 
liaisons peptidiques. 

recombinaison de l'ADN N'importe quel processus dans lequel un nouveau 
génotype est formé par le réarrangement de gènes 
aboutissant à une combinaison de gènes différente 
de celle qui était présente chez le parent. 

régulation de la transcription N'importe quel processus qui module la fréquence, le 
taux ou l'ampleur de la transcription de l'ADN. Cette 
régulation modifiera la quantité d'ARN produit. 

repliement des protéines Repliement des protéines en leur structure tertiaire. 
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rupture du cofacteur peptidyle-
pyrrométhane 

La liaison covalente entre le cofacteur pyrrométhane 
et une protéine via l'atome de soufre de la cystéine 
formant le dipyrrolylméthaneméthyl-L-cystéine. 

sauvetage de l'inosine monophosphate 
(IMP) 

N'importe quel processus qui produit l'inosine 
monophosphate (IMP) à partir des dérivées de ce 
composé, sans synthèse de novo. 

sauvetage des nucléotides puriques Une voie de sauvetage est une voie métabolique par 
laquelle des nucléotides, ici puriques, sont 
synthétisés à partir d'intermédiaires de dégradation 
des nucléotides. 

synthèse de la pseudo-uridine La conversion intramoléculaire de l'uridine en 
pseudo-uridine présent au sein d'une molécule 
d'ARN. Cette modification post-transcriptionnelle de 
base se retrouve chez les ARNt et ARNr. La structure 
de la pseudo-uridine par rapport à l'uridine permet de 
stabilisée l'ARN en créant une liaison hydrogène 
supplémentaire (avec le groupement –NH de 
l’uridine). 

système de transduction du signal 
phosphorelais 

Les systèmes de transduction du signal à 
phosphorelais contribuent à la survie des micro-
organismes en leur permettant d’évaluer les 
variations des caractéristiques du milieu de 
croissance et de développer une réponse adaptative. 
Ces systèmes  fonctionnent  sur  la  base  d’échange  
d’un  groupement  phosphoryl  (PO3

2−) entre  une  
histidine  et  un  aspartate. 

traduction de l'ARN A partir d’ARN messager ou de l’ARN circulaire, 
traduction des acides nucléiques en acides aminés 
afin de créer les protéines. Cette action est guidée par 
les ribosomes. 

transcription La transcription de l’ADN en ARN permet, à l’aide de 
protéines, de synthétiser de l’ARN à partir de l’ADN. 

transduction du signal Le processus cellulaire dans lequel un signal est 
transmis pour déclencher un changement de l'activité 
ou de l'état d'une cellule. La transduction du signal 
commence par la réception d'un signal (par exemple, 
un ligand lié à un récepteur ou l'activation d'un 
récepteur par un stimulus comme la lumière), ou au 
contraire, dans le cas de transduction du signal en 
l'absence de ligand, un retrait de signal ou d'activité 
d'un récepteur constitutivement actif. La 
transduction du signal couvre le signalement par les 
récepteurs situés sur la surface de la cellule ou via les 
molécules situées dans la cellule. Pour les signaux 
intracellulaires, la transduction du signal est limitée 
aux événements au niveau de la cellule réceptrice. 
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transduction du signal par phosphorylation 
des protéines 

Chez les bactéries, une grande diversité enzymatique 
est retrouvée pour les kinases et les phosphatases. 
Ces enzymes phosphorylent et déphosphorylent des 
résidus d'acides aminés présent au sein des 
protéines. Les plus communs sont les sérines, 
thréonines, tyrosines, histidines et arginines. La 
phosphorylation de ces acides aminés spécifiques au 
sein des protéines est un élément important dans la 
voie de transduction du signal. La phosphorylation 
peut contrôler l'activité des protéines ciblées soit 
directement en conduisant à des changements 
conformationnels, soit indirectement en régulant les 
interactions protéine/protéine. 

transport de dérivés de carbohydrates Le mouvement dirigé d'un dérivé de carbohydrate (ou 
glucide) à l'intérieur, à l'extérieur ou dans la cellule ou 
entre les cellules par l'intermédiaire d'un agent 
comme un transporteur ou un pore. 

transport de la glycine betaïne Le mouvement dirigé de la glycine bétaïne à 
l'intérieur, à l'extérieur ou dans la cellule ou entre les 
cellules par l'intermédiaire d'un agent comme un 
transporteur ou un pore. La glycine bétaïne est l'un 
des osmoprotecteurs les plus puissants connus. 

transport des acides aminés Le mouvement dirigé d'acides aminés à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. 

transport des carbohydrates Le mouvement dirigé de glucides à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. Les glucides sont n'importe lequel d'un 
groupe de composés organiques basés de la formule 
générale Cx(H2O)y. 

transport des cations de Nickel Le mouvement dirigé des cations de nickel à 
l'intérieur, à l'extérieur ou dans la cellule ou entre les 
cellules par l'intermédiaire d'un agent comme un 
transporteur ou un pore. 

transport des composés azotés Le mouvement dirigé des composés azotés à 
l'intérieur, à l'extérieur ou dans la cellule ou entre les 
cellules par l'intermédiaire d'un agent comme un 
transporteur ou un pore. 

transport des peptides Le mouvement dirigé de peptides à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. 

transport des protéines Le mouvement dirigé de protéines à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. 

transport des protéines par le complexe Sec Le processus dans lequel les protéines dépliées sont 
transportées à travers la membrane cytoplasmique 
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par le translocon Sec (complexe de translocation pour 
la sécrétion des protéines), dans un processus 
impliquant un clivage protéolytique (hydrolyse) en N-
terminal d'un peptide de signal. 

transport du galactitol Le mouvement dirigé de galactitol à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. Le galactitiol est un dérivé du galactose, 
après réduction de ce dernier. C'est un alcool de 
sucre. 

transport intracellulaire des protéines Le mouvement dirigé de protéines à l'intérieur d'une 
cellule. 

transport transmembranaire des 
carbohydrates 

Le processus par lequel les carbohydrates sont 
transportés à travers la membrane. 

transport transmembranaire Le processus par lequel un soluté est transporté à 
travers la bicouche lipidique depuis un côté de la 
membrane vers un autre. 

transport transmembranaire des acides 
aminés 

Le processus par lequel les acides aminés sont 
transportés à travers la membrane. 

transport transmembranaire des protons Le mouvement dirigé des protons à travers la 
membrane. 

transport transmembranaire du fructose Le mouvement dirigé du fructose à l'intérieur, à 
l'extérieur ou dans la cellule ou entre les cellules par 
l'intermédiaire d'un agent comme un transporteur ou 
un pore. 

transport transmembranaires des protéines 
intracellulaires 

Le mouvement dirigé de protéines à l'intérieur d'une 
cellule, depuis un côté de la membrane vers l'autre 
côté par l'intermédiaire d'un agent comme un 
transporteur ou un pore. 

voie de signalisation du récepteur 
ionotropique au glutamate 

Une série de signaux moléculaires initiée par la liaison 
du glutamate avec son récepteur à la surface de la 
cellule cible, suivie par le mouvement d'ions par un 
canal dans le complexe récepteur. 
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Annexe 15 : Classification des acides aminés, d’après [171] 
 

 







 

Résumé 
L’efficacité bactéricide des faisceaux d’électrons pulsés et des décharges électriques dans 
l’eau est admise depuis plusieurs années. Cependant, les mécanismes responsables de 
l’inactivation bactérienne restent toujours à déterminer. Bacillus pumilus est une bactérie de 
référence pour les traitements ionisants. Elle a été choisie dans notre étude car les deux 
technologies produisent des radiations. De plus, cette bactérie a la capacité de sporuler. Les 
spores ont une organisation spécifique constituée de différentes couches (protéines, lipides, 
peptidoglycanes, …) et d’un cœur déshydraté qui leur permet d’être extrêmement résistantes 
aux stress environnementaux. Une telle résistance peut également être expliquée par la 
présence de petites protéines acido-solubles (SASPs) de type α/β. Ces protéines saturent 
l’ADN et le protégent. Dans l’étude, nous avons investigué les mécanismes responsables de la 
mortalité de Bacillus pumilus après l’exposition au traitement. Des outils de microscopie de 
pointe à l’échelle du nanomètre (microscope électronique à balayage, à transmission et 
microscope à force atomique) ont permis de révéler une désorganisation de Bacillus pumilus 
après son traitement avec les décharges électriques. Une modification de l’hydrophobicité de 
Bacillus pumilus est également mise en évidence par AFM. Les gels d’électrophorèse à champ 
pulsé (PFGE) révèlent des dommages au niveau de l’ADN, notamment des cassures simple et 
double brin. Enfin, l’analyse quantitative des protéines réalisée par spectrométrie de masse a 
permis d’identifier les processus biologiques (transformations moléculaires nécessaires au 
fonctionnement d’entités biologiques) affectés par le traitement. Les résultats obtenus à 
travers cette thèse peuvent apporter une explication à l’inactivation de Bacillus pumilus par 
faisceau d’électrons pulsés et les décharges électriques. 

Mots clés : dommages à l’ADN, inactivation des spores, gel d’électrophorèse à champ pulsé, 
microscopie électronique, microscopie à force atomique, protéomique 

Abstract 
The efficiency of pulsed electron beam and electrical discharges in water, in the research of 
bacterial breakdown, was proved many years ago. However, the explanation of the 
mechanisms responsible for bacterial inactivation following the treatment are still unknown. 
Bacillus pumilus is the reference for ionizing treatment and was chosen for this study because 
both technologies produced radiation. This bacteria has the ability to sporulate. Spores have 
a specific organization with different layers (proteins, lipids, peptidoglycans,…) and a 
dehydrated core, which allow them to be very resistive in an inauspicious environment. Such 
resistance can be explained by the presence of α/β-type small, acid-soluble spore proteins 
(SASPs), in the core. These proteins saturate and protect the DNA. Here, we investigated the 
mechanisms involved in the death of Bacillus pumilus after exposure to a pulsed electron 
beam or to electrical discharges in water.  Cutting-edge microscopies (Scanning Electron 
Microscopy, Transmission Electron Microscopy, Atomic Force Microscopy) at the nanoscale 
reveal structural disorganization of Bacillus pumilus treated by electrical discharges. A 
modification of Bacillus pumilus hydrophobicity is also revealed by AFM. Pulsed-Field Gel 
Electrophoresis (PFGE) revealed genomic DNA damage. In particular, it showed single or 
double-strand breaks. Finally, proteomic analysis allowed to identify proteins and their 
biological processes affected by the treatment. Our findings can explain an unexpected 
mechanism of cell death. 

Keywords: DNA damage, spore inactivation, Pulsed-Field Gel Electrophoresis, Electron 
Microscopy, Atomic Force Microscopy, proteomic. 
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