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RÉSUMÉ 

Les polyhydroxyalcanoates forment une famille de polymères naturels, biodégradables et 
biocompatibles, à laquelle appartient le poly(3-hydroxybutyrate) ou PHS. Les chercheurs 
s'efforcent constamment de raffiner les procédés actuels pour produire des bioplastiques qui 
soient des solutions de remplacement viables des plastiques pétrochimiques. Les études 
nécessitent des techniques d'analyse rapides, fiables et économiques. La présente étude vise 
différentes méthodes d'analyse et d'extraction du PHS intracellulaire. 

Dans ce travail, la bactérie Alcaligenes la/us a été utilisée pour transformer le saccharose en 
PHB. Pour l'analyse du PHB à l'intérieur des cellules, différentes approches impliquant sa 
dépolymérisation par hydrolyse et par méthanolyse ont été développées. L'utilisation de la 
micro-extraction en phase solide (SPME) a permis d'éliminer l'utilisation du chloroforme et 
de minimiser les étapes de préparation de J'échantillon avant l'analyse par GC. La SPME a 
été mise au point en utilisant une fibre de DVS/CARlPDMS pour l'extraction de l'acide 
crotonique produit par l'hydrolyse et de l'ester méthylique issu de la méthanolyse. Les 
limites de détection, de quantification et de linéarité ont été très satisfaisantes et toutes les 
approches développées ont été validées. La méthanolyse du PHS sous irradiation micro
ondes (MO) a permis de réduire le temps de réaction de 3 h à 4 min. Pour la récupération du 
PHB, plusieurs techniques d'extraction ont été utilisées dont l'extraction au chJoroforme 
assistée par sonication et par MO et la lyse enzymatique avec la kitalase. Après 5 min 
d'irradiation à 440W, il a été récupéré 86 % ± la % du PHS avec 3 mL de chloroforme. Sans 
l'application des MO, il a fallu 48 h et la mL de solvant pour en récupérer 96 ± 3%. 

L'estérification par méthanolyse assistée par MO, suivie d'une analyse par SPME-GC, s'est 
avérée une méthode simple, fiable et économique, permettant Je dosage du PHS 
intracellulaire en moins d'une heure. Pour la récupération du PHB, la technique plus efficace 
a été l'extraction assistée par MO avec une réduction importante du temps et de la quantité de 
solvant d'extraction. 

Mots-clés: poly(3-hydroxybutyrate), micro-ondes; micro-extraction en phase solide 



INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Au cours de ces dernières décennies, les polymères dérivés du pétrole ont pris une place 

prépondérante dans la vie de tous les jours, représentant plus du 90 % des plastiques 

commercialisés. Face à la hausse du prix du pétrole et la diminution progressive des stocks, 

ce secteur dépendant essentiellement des ressources fossiles devra rapidement trouver une 

alternative aux matières premières conventionnelles qu'il utilise. C'est pourquoi les 

recherches sur les plastiques biodégradables produits à partir de ressources renouvelables 

constituent aujourd'hui un enjeu majeur. 

Dans ce domaine, les polyhydroxyalcanoates (PHA), dotés de nombreuses propriétés 

thermoplastiques et biodégradables, apparaissent comme des candidats prometteurs pour 

offrir une alternative aux polymères issus de la pétrochimie. Les PHA sont des biopolymères 

issus de ressources renouvelables, produits par une grande variété de bactéries qui le stockent 

comme réserve énergétique intracellulaire. Les PHA peuvent être totalement dégradés par 

des microbes. Malgré son caractère biodégradable et biocompatible qui permet d'envisager 

des applications dans de nombreux domaines, leur utilisation reste très limitée en raison de 

leur coût de revient élevé. 

Le présent projet a comme objectif premier, la mise au point d'une méthode pour la 

quantification rapide des PHA renfermés dans la biomasse, dans le but de pouvoir diriger la 

fermentation vers la production accrue de biopolymères. La méthode classique de dosage des 

PHA est une méthode lourde faisant appel à la dérivatisation et l'extraction liquide-liquide 

avant l'analyse par chromatographie gazeuse (GC). L'utilisation de la micro-extraction en 

phase solide (SPME) comme méthode de préparation de l'échantillon à analyser, permettra 

d'extraire spécifiquement et quantitativement les composés dérivés avant de les analyser par 

chromatographie gazeuse. Aussi il sera envisagé l'utilisation des micro-ondes (MO) pour 

réduire de façon importante le temps de la réaction de dérivatisation précédant l'analyse par 

Ge. 
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Le second objectif de ce travail sera de proposer une paramétrisation (et donc une possible 

optimisation) de l'étape d'extraction des PHA. Pour ce faire, diverses techniques 

d'extraction seront testées en vue de diminuer ou de remplacer les solvants organiques 

utilisés actueIlement, qui sont polluants et qui peuvent entraîner une dégradation partielle du 

produit final. 

L'extraction de molécules issues des biomatériaux, par les techniques conventionnelles, se 

révèle être une étape souvent délicate et très longue qui nécessite une consommation 

importante de solvant. Le développement de techniques modernes, l'extraction assistée par 

micro-ondes ou ultrasons, a pour but de palier ces difficultés en augmentant l'efficacité, la 

sélectivité et la cinétique d'extraction par une chimie plus respectueuse de l'environnement. 

La lyse, ou digestion enzymatique, est une technique de récupération des biopolymères sans 

solvant organique. Elle permet l'isolement efficace et précis du PHA accumulé dans 

l'Alcaligenes eutrophus, l'Alcaligenes latus, l'Escherichia coli, et tout autre microorganisme 

dont les parois cellulaires sont susceptibles d'être lysées par des enzymes lytiques. La 

digestion enzymatique sera effectuée sur la biomasse d'Alcaligenes latus en utilisant la 

kitalase, une préparation enzymatique d'origine microbienne. 

Les objectifs secondaires du travail consistent à: se familiariser avec des polymères 

biodégradables, appliquer des techniques de préparation d'échantillons (dérivatisation

SPME), utiliser la technique des micro-ondes pour la préparation des échantillons (MO

dérivatisation-SPME) et étudier et comparer différentes méthodes pour l'extraction des PHA. 

Ce projet a été fait en collaboration avec des chercheurs du Groupe Chimie Analytique et 

Environnementale à l'IRB-CNRC. La révision bibliographique a été subdivisée en trois 

chapitres, le premier présente un survol des polymères, des biopolymères et notamment des 

biopolymères d'origine bactérienne. Dans le chapitre II seront abordées les principales 

méthodes d'analyse des PHA. Le chapitre III visera les techniques d'extraction et de 

récupération des PHA d'origine bactérienne. Les chapitres IV (Matériels et Méthodes), V 

(Résultats) et VI (Discussion) décrivent les techniques utilisées et les principaux résultats 

obtenus au cours de la présente étude. 



CHAPITRE 1 

POLYMÈRES. GÉNÉRALITÉS ET PROBLEMATIQUE 

1.1 Généralités 

Les plastiques ou polymères peuvent être d'origine naturelle, obtenus par modification 

chimique d'un polymère naturel, ou entièrement synthétisés par voie chimique ou 

enzymatique par une réaction de polymérisation. Les polymères sont souvent classés d'après 

leurs propriétés thermomécaniques. Citons notamment: les thermoplastiques, qui deviennent 

malléables quand ils sont chauffés permettant ainsi leur mise en forme, les 

thermodurcissables, qui durcissent sous l'action de la chaleur ou par addition d'un additif et 

les élastomères, qui sont déformables de manière réversible. Les polymères industriels 

peuvent être fabriqués à partir d'un seul type de monomère, ce sont des homopolymères, 

comme par exemple le polystyrène, ou à partir de plusieurs types de monomères pour donner 

des copolymères, comme par exemple j'acrylonitrile butadiène styrène (Wikipédia, 2007). 

Selon leur provenance, les polymères sont classés en deux catégories: polymères 

pétrochimiques conventionnels et polymères issus de ressources renouvelables. 

1.2 Polymères pétrochimiques conventionnels 

Les plastiques pétrochimiques constituent une industrie importante, en pleine croissance. Près 

de 73 Mt de plastiques ont été fabriqués en Amérique du Nord et en Europe occidentale. Il est 

prévu que les taux de croissance seront de 3 à 4 % en Amérique du Nord et de 4 à 5 % en 

Europe. L'emballage est le principal segment de marché aux États-Unis (25 %) et en Europe 

(36 %) (AAC, 2003). Les polymères ou plastiques pétrochimiques conventionnels (PPC) 
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comme le polyéthylène (PE), le polypropylène (PP) et le polychloroéthylène ou polychlorure 

de vinyle (PVC) requièrent généralement beaucoup de temps (entre 200 et 1000 ans) pour 

leur totale biodégradation. Alors qu'à peine 20 % des plastiques utilisés sont recyclés, ces 

derniers produisent des pollutions multiples aussi bien en amont de leur fabrication qu'en 

aval de leur utilisation. 

Le polyéthylène est le premier polymère produit au monde. Il se retrouve dans la vie de tous 

les jours aussi bien dans les couches culottes que dans les sacs de poubelle, les emballages ou 

les plastiques de protection destinés à l'agriculture. Le PE représente à lui seul 50 % des 

emballages plastiques. Il s'est consommé en 2003, environ 40 millions de tonnes de PE et 32 

millions de tonnes de PP dans le monde (SfC, 2007). Le PVC, avec un bilan de 27 millions 

de tonnes, est la 3ème matière plastique la plus utilisée dans le monde après le polyéthylène et 

le polypropylène. Le PVC est extrêmement persistant en présence de conditions 

environnementales normales. Au niveau de l'élimination, une prudence particulière s'impose 

car une combustion incomplète entraîne la formation de matières très toxiques, par exemple 

de l'acide chlorhydrique, de la dioxine, du monoxyde du carbone, du chlorure formique et du 

formaldéhyde. Compte tenu de la cancérogénicité et de la persistance du chlorure de vinyle, il 

a récemment été recommandé de renoncer dans la mesure du possible à l'utilisation de ce 

produit (SfC, 2007). 

En général, les PPC sont intéressants pour une utilisation à long terme, mais pas pour une 

utilisation à court terme. Leur utilisation massive induit des déchets abondants à l'origine 

d'un problème écologique planétaire. La présence des matières plastiques dans 

l'environnement doit enfin être considérée comme une réelle pollution au même titre qu'une 

pollution chimique et pas seulement comme une nuisance; ceci témoignerait de la 

reconnaissance de la gravité des dommages liés aux plastiques. Plus du 90 % des plastiques 

commercialisés sont des ppe. Le recours au plastique entraîne donc une dépendance aux 

matières premières non renouvelables, telles que le pétrole et le gaz naturel. 
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1.3 Polymères biodégradables 

Parmi les polymères biodégradables, on distingue deux grandes familles: les polymères 

biodégradables d'origine fossile, tels que les polyoléfines et les polyesters aliphatiques 

biodégradables, et les biopolymères biodégradables issus de ressources renouvelables. 

1.3.1 Polymères biodégradables issus de ressources fossiles (pétrochimiques) 

De nombreux polymères biodégradables peuvent être obtenus à partir de ressources fossiles, 

notamment le poly(e-caprolactone) (PCL), le polyéthylène téréphtalate (PET) modifié, le 

carbonate de polyester (PEC) et d'autres polyesters aliphatiques (ex. Bionelle®, BAK) et des 

copolyesters aliphatiques et aromatiques (ex. Eastar BIO, Ecoflex) (AAC, 2003). 

Les premiers développements de ces matériaux datent du début des années 70. Il s'agissait de 

développer des polymères combinant les bonnes propriétés d'usage des polymères 

conventionnels et la propriété d'être dégradés par les micro-organismes. 

Dans cette catégorie, sont placés les matériaux « dégradables » obtenus à partir de 

l'association de polymères traditionnels d'origine pétrochimique, tel que le polyéthylène, avec 

un composé naturel biodégradable qui peut être de l'amidon ou de la cellulose. 

Le polyéthylène constitue alors la matrice de l'ensemble et l'amidon (environ 10 %) est 

dispersé au sein de la structure. Les micro-organismes consomment l'amidon et laissent le 

polymère bio-fragmenté (ADEME, 2006). 

Les polyoléfines, le polyéthylène et particulièrement le polypropylène, peuvent être 

oxydativement instables dans l'environnement. Cette instabilité est issue de la présence 

d'impuretés au sein du polymère, les plus courantes sont des molécules porteuses de 

groupements hydroperoxydes, impuretés qui induisent une instabilité vis-à-vis de l'oxydation 

(Rutot et Dubois, 2004). 

Les matériaux oxo-dégradables, parfois appelé oxo-biodégradables, sont des 

thermoplastiques additivés. Il s'agit d'un polyéthylène contenant un agent oxydant qui serait 
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selon certains spécialistes, du dithio carbamate de fer, du nickel, du manganèse ou du stéarate 

de nickel pour favoriser la « biodégradation ». Ils ne sont donc pas biodégradables, mais 

plutôt «dégradables». Ces métaux, n'étant pas assimilables par les microorganismes, 

pourraient poser un problème d'écotoxicité (Feuilloley et al., 2005). 

Le Neosac est une innovation française, proposée en 2002, Neosac est un sac en plastique 

additivé. Dans ce cas ci, la dégradation du polyéthylène a lieu en deux temps. À l'extérieur, 

le plastique est soumis à la chaleur, la lumière et l'oxygène, explique le Professeur Jacques 

Lemaire, directeur du CNEP. La fragmentation par oxydation prend trois mois, le double si 

le sac est enterré ou immergé. Il n'y a pas besoin de micro-organismes. Deux ans après la 

fin de cette « oxo-dégradation », la vraie biodégradation commence. 

Selon ses concepteurs, l'assimilation du Neosac par le sol ne laisserait derrière lui que de 

l'eau et du C02. Sa destruction est due au rajout de trois additifs, photo-inducteur, thermo

oxydant et stabilisant, et non à la seule action des micro-organismes, comme dans le cas du 

papier ou de l'amidon (Maxence, 2005). 

L'un des polyesters aliphatiques pétrochimiques les plus connus est assurément la poly(e

caprolactone) ou PCL. Sa dégradation s'opère par clivage de la fonction ester par hydrolyse 

ou scission enzymatique. La PCL peut être obtenue par polymérisation d'ouverture de cycle 

de la lactone correspondante, l'e-caprolactone, catalysée par un catalyseur à base d'étain, plus 

précisément, l'octoate d'étain (Rutot et Dubois, 2004). Des réactions de polycondensation, 

permettant l'obtention de la PCL, nécessitent des températures élevées (supérieures à 180 

oC), des temps de polymérisation très longs et l'élimination des sous-produits pour 

finalement ne conduire qu'à des polyesters de masses molaires peu élevées qui ne 

garantissent pas au matériau des performances thermo-mécaniques acceptables. La catalyse 

de coordination est la méthode la plus utilisée tant au niveau des études scientifiques qu'en 

production industrielle (Bruzaud, 2004). 

D'autres polyesters biodégradables sont également produits industriellement par réaction de 

condensation à haute température entre des diols et des diacides carboxyliques. Dans ce 

groupe sont répertoriés les polyesters entièrement aliphatiques comme le 
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poly(butylène/éthylène-adipate/succinate) obtenu par réaction de condensation de l'éthylène 

glycol et du butane-l,4-diol avec les acides adipique et succinique et commercial isés par 

« Showa High Polymers » sous le nom de Bionolle® et les polyesters aromatiques comme le 

poly(butylène adipate/téréphtalate), produit par réaction de condensation entre le butane-l,4

diol et un mélange d'acide adipique et téréphtalique (avec moins de 25 % en diacide 

aromatique), commercialisé à la fois par Eastman Chem (Eastar Bio®) et par BASF 

(Ecoflex®) (Rutot et Dubois, 2004). 

L'utilisation des polymères biodégradables issus de la pétrochimie présente des 

inconvénients non négligeables. Tout d'abord, étant d'origine fossile, leur dégradation 

produit du CO2 qui est renvoyé dans l'atmosphère, contribuant de ce fait à l'augmentation de 

l'effet de serre. Ensuite, il convient de se soucier de la disponibilité de ces matières 

premières, qui sont loin d'être inépuisables et dont le prix ne cesse d'augmenter. 

Le contexte écologique et économique actuel met l'accent sur la nécessité de substituer les 

matériaux plastiques d'origine pétrochimique par des matériaux plastiques biodégradables 

issus d'une biomasse renouvelable. 

1.3.2 Polymères biodégradables issus de ressources renouvelables 

Les biopolymères biodégradables issus de ressources renouvelables peuvent être classés en 

trois catégories: 

•	 les polymères d'origine bactérienne comme les lipides de type acide gras tels les 

polyhydroxyalcanoates (PHA); 

•	 les polymères issus directement des ressources végétales: polysaccharides, protéines 

et lipides (PHA); 

•	 les polymères dont seuls les monomères sont issus de la biomasse tels que les 

polymères dérivés des acides lactiques: le poly(acide lactique) noté PLA. 
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Ces biopolymères, aussi dénommés biomatériaux, sont synthétisés dans les plantes ou les 

microorganismes par voie enzymatique et sont de ce fait dégradés rapidement dans un milieu 

biologique. Ils présentent en outre l'avantage non négligeable, de ne pas contribuer à 

l'augmentation de l'effet de serre. En effet, le CO2 issu de leur dégradation réintègre le cycle 

biologique où il permet de synthétiser de nouvelles biomolécules via le processus de la 

photosynthèse. Le bilan global en CO2 peut ainsi être nul et sans effet négatif sur notre 

environnement. 

Le tableau 1.1 donne un aperçu de la large gamme des biopolymères naturels. En général, 

ces molécules peuvent être fournies par le bétail, les cultures, les végétaux forestiers, les 

formes de vie marine (ex. algues, mollusques et crustacés), les bactéries et les champignons 

microscopiques. 

1.4 Polyhydroxyalcanoates 

Les polyhydroxyalcanoates ou PHA sont des polyesters linéaires d'hydroxyalcanoates (HA) 

(figure 1.1). Les PHA sont synthétisés par les êtres vivants: végétaux, animaux et micro

organismes (bactéries, champignons, algues). Le polymère s'accumule dans le cytoplasme 

de certaines bactéries placées en condition de fermentation et en excès d'une source de 

carbone. Les PHA peuvent également être synthétisé dans certaines plantes. Dans ce cas, la 

production de PHA est effectuée par transformation génétique des plantes à l'aide de gènes 

modifiés de micro-organismes. Les dits gènes codent les enzymes nécessaires pour 

synthétiser le PHA à partir d'acétyle-CoA ou de métabolites apparentés. 

Figure 1.1 Unité monomérique (HA) des polyhydroxyalcanoates (PHA). 
(Tiré de : Ojumu et al., 2004.) 
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Tableau 1.1 Aperçu de la famille des biopolymères d'origine naturel. (Source: USCOTA, 1993.) 

Polyesters Polysaccharides (plantes/algues) 
PLA (polymères d'acides lactiques) Amidon, Cellulose, Pectine, Agar, Alginate 
PHA (polyhydroxyalcanoates) Carraghénane, Konjac, Gommes 

Protéines Polysaccharides (animal) 
Zéine, Gluten, Polyacides aminés Acide hyaluronique, Chitine / chitosane 
Silks, Collagène/gélatine, Élastine 
Résiline, Adhésives, Sérum d'albumine Lipides / surfactants 
Soya, caséine Acétoglycérides, cires, Em ulsan 

Polysaccharides bactériens Polyphénols 
Gellane, Dextrane, Xanthane Lignines, Tannins, Acides humiques 
Curdlane, Lévane, Polygalactosamine 
Celluloses bactériennes Autres polymères 

Shellac 
Polysaccharides fongiques PGA (poly-gamma-glutamique) 
Glucane de levure Polymères synthétisés à partir de graisses et 
Pullulane, Elsinane d'huiles (ex :. nylon à partir de l'huile de 

ricin) 

Le premier PHA isolé et caractérisé a été le poly(3-hydroxybutyrate) (PHS) (Lemoigne, 

1926). Plus tard, Wallen et Rohwedder (1974) rapportent l'identification d'autres PHA, le 

poly-3-hydroxyvalérate et le poly-3-hydroxyhéxanoate. À date, plus de 40 PHA différents 

ont déjà été caractérisés, avec des polymères contenant des liaisons insaturées ou divers 

groupes fonctionnels (Steinbüchel, 1991). Les PHA, les plus communs sont répertoriés dans 

le tableau 1.2. Selon leur structure, ils peuvent être des matériaux thermoplastiques ou 

élastomères, avec des points de fusion s'étendant de 40 à 180 oC. 
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Tableau 1.2 Structure générale des PHA (homopolymères). 

n R Homopolymère Acronyme 

1 hydrogène poly -3-hydroxypropionate (3HP) PHP 

méthyle poly -3-hydroxybutyrate (3HB) PHB 

éthyle poly -3-hydroxyvalérate (3HV) PHV 

propyle poly -3-hydroxycaproate (3HC) PHC 

butyle poly -3-hydroxyhéxanoate (3HH) PHH 

pentyle poly -3-hydroxyoctanoate (3HO) PHO 

hexyle poly -3-hydroxynonanoate (3HN) PHN 

heptyle poly -3-hydroxydécanoate (3HD) PHD 

octyle poly -3-hydroxyundécanoate (3HUD) PHUD 

nonyle poly -3-hydroxydodécanoate (3HDD) PHDD 

2 hydrogène poly -4-hydroxybutyrate (4HB) P4HB 

3 hydrogène poly -5-hydroxyvalérate (5HV) P5HV 

n et R, de la figure 1.1 

Tiré de: Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitre 3, VCH, New York, 1990, p. 33-62. 

En général, les PRA à chaînes latérales courtes se comportent comme des thermoplastiques, 

de même que le polypropylène. Ceux dont les chaînes latérales sont longues ont des 

propriétés qui les rapprochent davantage des élastomères. 

Les PRA peuvent être homopolymères (tous les motifs de répétition (monomères) sont de 

même nature chimique) ou copolymères (formés de plusieurs types de monomères). En 

général, les copolymères contiennent une unité de répétition majoritaire, mais ils contiennent 

aussi d'autres unités en proportion variable, selon le substrat, la bactérie utilisée et/ou les 

conditions de culture. Ils ont YU le jour dans le but d'améliorer les propriétés physiques et 

mécaniques des homopolymères et de permettre leur utilisation en remplacement des 

plastiques conventionnels. Parmi eux se retrouve le poly(3-hydroxbutyrate-co-3

hydroxyvalérate) noté (P(3HB-co-3HV) ou PHBV. La figure 1.2 illustre les homopolymères, 

PHB et PHV et leur copolymère, PHBV. 



Il 

o 

PHB PHV 

PHBV 

Figure 1.2 Les homopolymères, PHS et PHV et leur copolymère, Je PHSV. 

1.4.1 Les PHA en tant que plastiques 

Le poly-3-hydroxybutyrate ou PHB est probablement le plus commun des 

polyhydroxyalcanoates. Ce matériau est imperméable et résistant à la chaleur et ses 

propriétés biodégradables en font un thermoplastique idéal. En plus, il se métabolise 

complètement et rapidement. Le PHB a toutefois d'autres qualités inhabituelles, de sorte 

qu'il serait dommage de concevoir ce polyester uniquement dans sa fonction biodégradable. 

Les objets courant en PHB ont une couleur plaisante et une surface brillante. 

Malgré les caractères biodégradable et biocompatible du PHB, qui permettent d'envisager 

des applications dans de nombreux domaines, son utilisation reste très limitée en raison de 

son caractère trop cristallin. Par contre, le poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate), 

moins cristallin et donc moins fragile que le poly(3-hydroxybutyrate), a rapidement montré 

un réel intérêt commercial. Tous les deux ont attiré l'attention comme matière plastique parce 

que leurs propriétés physiques sont remarquablement semblables à celles du polypropylène 

(PP), quoique les deux polymères aient les structures chimiques tout à fait différentes. Le 

tableau 1.3 résume quelques unes des propriétés de thermoplastiques d'origine bactérienne et 

des thermoplastiques conventionnels tels que le polyéthylène téréphtalate (PET) et le 

polypropylène (PP). 
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Tableau 1.3 Propriétés physiques et mécaniques des différents polymères. 

P(3HB-4HB) P(3HO-3HH) P(3HB-3HV) 
Propriété PET PP PHB 

16% 4HB a 11% 3HH b 3 %c 25 %c 

Tf (oC) 267 176 177-180 150 61 170 137 

Tg (oC) 69 -10 4 -7 -36 8 -6 

Cristallinité (%) 30-50 50-70 60-80 45 30 - 40 d 

Densité (g cm'3) 1,385 0,905 1,250 - - - 

A(%) 100 400 6 444 300 - 

RRT (MPa) 70 38 40 - - 38 30 

A-éq (%) 0,40 0,01 0,20 - - - 

MY (GPa) 2,9 1,7 3,5 - - 2,9 0,7 

Tf: Température de fusion; Tg : Température de transition vitreuse; A : Allongement à la rupture en 
traction; RRT : Résistance à la rupture en traction; A-éq : Absorption d'eau - équilibre; MY Module de 
Young; (c): pourcentage en mol de 3HV; - : non disponible; (a) et (b): tiré de Madison et Huisman, 
1999; (d): tiré de Ojumu et al., 2004, P(3HB-3HV) : poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), 
P(3HB-4HB) : poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate), P(3HO-3HH) : poly(3
hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyhexanoate). Tiré de: Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitres 6 et 7, 
VeH, New York, 1990, p. 99-133. 

Les échantillons du copolymère P(3HB-co-3HV), ayant entre 0 et 25 % mol de 3HV, sont 

plus flexibles que ceux de PHB, l'augmentation du nombre d'unités de 3HV a entrainé une 

diminution du module de Young. La température de transition vitreuse (Tg) des copolymères 

diminue linéairement avec l'augmentation de la concentration molaire de 0 à 95 % mol de 

3HV et de 0 à 82 % mol de 4HB (Doi, 1990). La température de fusion (Tf) diminue 

également avec l'augmentation de la concentration molaire de 3HV dans cette gamme de 

concentrations. 

La cristallinité des polymères n'est pas toujours désirée, car elle peut limiter les applications 

en tant que plastiques. Dans le cas des PHA, la cristallinité ainsi que le poids moléculaire 

dépendent de façon importante du nombre d'unités de chaque homopolymère qui forme le 

copolymère tel que montré dans le tableau lA. 
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- : non disponible. Tiré de: Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitre 7, VCH, New York, 1990, p. 
106-133. 

Finalement du PHB 100 % accumulé dans deux souches bactériennes différentes, l'A. 

elltrophlls et l'E. coli recombinant ont été comparées dans les travaux de Hahn et al. (1995 et 

1998). La caractérisation morphologique des deux polymères a été effectuée in vivo et après 

l'extraction avec du chloroforme et de l'hypochlorite de sodium par calorimétrie à balayage 

différentiel (DSC). Le PHS provenant de l'E. coli montrait, dans les deux essais, une 

structure quasiment cristalline avec un degré de cristallinité d'environ 60 %. Par contre le 

PHB intracellulaire de l'A. eutrophus était beaucoup plus amorphe (degré de cristallinité de 

16 %). L'analyse par calorimétrie à balayage différentiel (DSC) après extraction et 

purification était entre 60 et 65 %. Ceci a fait suggérer aux auteurs que la formation d'une 

structure cristalline dans Je PHB provenant de l'A. eutrophus se produit durant les étapes 

d'extraction et de récupération. 
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1.4.2 Production des PHA par fennentation bactérienne 

La fermentation, que les hommes utilisent depuis des centaines d'années, devient encore plus 

évoluée lorsqu'elle est jumelée aux nouvelles techniques biotechnologiques. Ce procédé 

consiste à faire appel à des microorganismes pour transformer des substances organiques en 

l'absence d'oxygène. La fermentation productrice de polyesters bactériens peut conduire, en 

moins de 40 h, à une solution contenant de l'eau, des sels et des cellules renfermant jusqu'à 

90 % de Jeur poids sec en polymère (Doi, 1990). 

Plus de 250 souches bactériennes, des espèces gram-négatives et gram-positives, sous leur 

forme sauvage ou recombinante, sont capables de stocker des lipides sous fonne d'acides 

polyhydroxyalcanoates (Ojumu et al., 2004; Doi, 1990; Steinbüchel et al., 1992). 

Les gènes de la biosynthèse du PHB d'Alcaligenes eutrophus ont été clonés dans des 

bactéries communes telles que J'Escherichia coli, l'Aérogènes et la Klebsiella (Dennis et al., 

1998). Les gènes d'Alcaligenes eutrophus ont aussi été exprimés dans Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas jluorescens, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida et 

Pseudomonas syringae (Steinbüchel et Schubert, 1989). L'Escherichia coli recombinant a 

été utilisé par Wong et Lee (1998) et par Fidler et Dennis (1992) pour la production de PHB. 

Ils ont rapporté des accumulations de PHB dans la biomasse de 80 % et 95 % respectivement. 

Les micro-organismes utilisent une source de carbone (alcane, alcool, saccharose, amidon, 

etc...) comme substrat. Il a été montré qu'il est possible de produire du PHA à partir de 137 

substrats différents (Gillis et al., 1995). Plusieurs de ces polymères sont en effet produits à 

partir de matières premières agricoles, comme la canne à sucre, le maïs, le soya, la betterave à 

sucre, le riz, des huiles végétales ou le tourteau de tournesol. Les déchets alimentaires et les 

eaux usées, peuvent également servir comme source de carbone. Plusieurs entreprises de 

transfonnation des aliments envisagent ainsi de traiter des sous-produits, comme les pelures 

de pommes de terre et le son de riz blanc, afin de les réacheminer vers la production de divers 

polymères biodégradables. 
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Plus récemment, les chercheurs du laboratoire de chimie environnementale et analytique à 

l'IRB-CNRC ont découvert que la sève d'érable pouvait servir à alimenter, comme source 

unique de carbone, l'Alcaligenes latus pour la production de polymères. L'intérêt de cette 

réaction provient de la possibilité d'utiliser la sève directement presque sans conditionnement 

(Yezza et Hawari, 2006). 

L'accumulation de PHA dans les cellules est maximale lorsque les bactéries sont cultivées sur 

des substrats contenant simultanément un excès de carbone et une limitation de l'apport 

d'autres substances nutritives telles que, l'ammonium, le sulfate, le phosphate, le fer, le 

magnésium, le potassium ou l'oxygène (Doi, 1990; Steinbüchel et al., 1992). En créant ce 

déséquilibre, les microorganismes cessent de se multiplier pour commencer à produire du 

PHA. 

Les conditions physico-chimiques de la culture (substrat, pH, température, force ionique, 

oxygénation, rapport C/N ou CIP, agitation) modulent le rendement de la production ainsi 

que certaines caractéristiques du polymère final tel que le degré de polymérisation ou encore 

le pourcentage molaire des unités monomères. Ainsi, en fournissant à la culture une source 

de carbone spécifique (ou un mélange de substrats carbonés) dans des conditions optimales, 

on peut influencer la structure moléculaire des PHA et donc leurs propriétés mécaniques. 

Pour éviter que les bactéries consomment leurs réserves de PHA, il faut optimiser le temps de 

fermentation, après lequel, la biomasse est centrifugée, rincée, congelée et lyophilisée. La 

lyophilisation consiste à congeler la biomasse humide et à sublimer l'eau congelée sous vide. 

La biomasse déshydratée et refermant le polymère, est analysée afin de déterminer le bilan en 

PHA. 
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1.4.3 Biosynthèse des PHA 

La biosynthèse des PHA est un ensemble complexe de réactions impliquant différentes 

enzymes. Des bactéries comme Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium, Pseudomonas 

oleovorans, etc., possèdent des gènes codant les enzymes responsables de la synthèse: la 

bêta-cétothiolase, l'acétoacétyl CoA réductase et la polyhydroxyalcanoate synthase (PHA

synthase). 

La biosynthèse du poly3-hydroxybutyrate (PHB) et du poly3-hydroxybutyrate-3

hydroxyvalérate (PHBV), proposée par Doi, 1990 et Steinbüchel, 1991; Lee, 1996, et 

illustrée dans la figure 1.3, débute avec la condensation de deux molécules de 

l'acétylcoenzyme A (acétyl-CoA) avec l'acétoacétyl-CoA en présence de l'enzyme 3

cétothiolase (3-ketothiolase). Ceci est suivi de l'action de la réductase de l'acétoacétyl-CoA 

qui réduit l'acétoacétyl-CoA à R (-)-3-hydroxybutyryl-CoA. La PHA-synthase polymérise 

alors le R (-) - 3-hydroxybutyryl-CoA pour former le PHB et/ou le R (-) - 3-hydroxyvaleryl

CoA pour obtenir le copolymère, noté PHBV ou P(3HB-co-3HV) (Doi, 1990 et Lee, 1996). 

Acide pentanoïque Glucose 

ATP + CoASH ::i l
CoA-synthétase cycle TCA
 

AMP+PPi
 

propionyl-CoA acétyl-CoA
 

3-cétothiolase 1 

CoASH ~ CoASH 
3-ketovaleryl-CoA acétoacétyl-CoA 

NADPH + H-::i r: NADPH + H' 
acéloacéty\-CoA-réductase 

NADP- NADP 

R-(-)3-hydroxyvaleryl-CoA R-( -)3-hydroxybutyryl-CoA 

PHA-synthuse
 

CoASH ~ CoASH
 

PHBV PHB 

Figure 1.3 Biosynthèse du PHB et du PHBV dans l'Alcaligenes eutrophus. 
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La majorité des PHA se compose de R(-)-3-hydroxyalcanoate (Doi, 1990; Ojumu et al., 

2004). Dans le cas des énantiomères, la réactivité chimique ou biochimique de l'un des 

isomères par rapport à certains agents, notamment les enzymes, peut différer radicalement. 

Les synthétases de PHA de l'Alcaligenes eutrophus et des Pseudomonas oleovorans peuvent 

seulement polymériser des 3-hydroxyalcanoates et ceci, dans une gamme de nombres de 

carbone de 3 à 14 (Anderson et Dawes, 1990). Divers substrats, D(-)- et L(+)-3-hydroxyacyl

CoA, avec des chaînes entre 4 et 10 carbones ont été étudiés (Doi, 1990). La PHB-synthase 

extraite d'Alcaligenes eutrophus n'est active qu'avec le D-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA et le D

(-)-3-hydroxyvaleryl-CoA, mais présente une activité nulle avec le L(+)-3-hydroxyacyl-CoA. 

L'Alcaligenes et l'Escherichia coli recombinant possèdent un très haut potentiel pour 

accumuler le PHB. Ces microorganismes, durant la réalisation de leurs processus cellulaires, 

transforment les glucides (ex. : le glucose, le fructose et le saccharose) ou les acides gras en 

homopolymère PHB. Et, comme déjà vu à la figure 1.3, si l'acide pentanoïque est aussi 

présent, le sous-produit qui en découle est le copolymère. En employant de l'acide 

pentanoïque en tant que source unique de carbone, la proportion du 3HV dans le PHA produit 

par l'A. eutrophus est de 90 %. La substitution de l'A. eutrophus par le Chromobaterium 

violaceum, sur le même substrat, donne un PHA avec 100 % d'unités de 3HV (Steinbüchel et 

al., 1993; Poirier et al., 1995). Dans des milieux riches en saccharose, seule quelques 

bactéries sont connues pour synthétiser les PHA constitués des monomères autres que le 3HB 

(Haywood et al., 1991; Williams et al., 1994). 

La nature des PHA synthétisés dépend donc de la souche qui la synthétise et des substrats 

carbonés disponibles dans le milieu de culture (tableau 1.5 et 1.6). Le taux de synthèse, le 

niveau d'accumulation et le rendement de PHA variaient considérablement d'une souche à 

l'autre, ainsi que selon le substrat sous les mêmes conditions de fermentation et pour une 

même souche. Mais en étudiant la biosynthèse du PHB dans l'A. eutrophus, il a été montré 

que la teneur de PHB est indépendante du niveau de PHB-synthase (Haywood et al., 1989). 
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Tableau 1.5 Composition des poly(3- hydroxyalcanoate) accumulés dans des bactéries. Le 
nombre de carbone (C) change selon le substrat utilisé. 

Nombre de carbones dans les unités monomériques de 
Souche 3- hydroxyalcanoate 

C3 C4 Cs C6 C7 Cg Cg ClO C11 C12
 

Alcoligenes eutrophus x x x
 
Alcoligenes foecalis	 x x 
Boeil/us megoterium	 x x x x 
Pseudomonos eepocio x x 
Pseudomonos oleovorans x x x x x x x x x 

Tiré de : Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitre 3, VCH, New York, 1990, p. 33-62. 

En général, les valeurs les masses moléculaires moyennes (Mn) des PHA sont comprises 

entre 2xl05 et 3 x 106 daltons, (John et Keller, 1996). Le tableau 1.7 montre que ce poids 

moléculaire dépend également de l'hôte bactérien et du substrat carbonique. Les dimensions 

des granules varient selon le micro-organisme (Doi, 1990; Hahn et al., 1998). 

Tableau 1.6 Production de poly(3- hydroxyalcanoate) dans deux souches d'Alcaligenes 
eutrophus (ATCC 17699 et NCIB 11599) en fonction du substrat. 

PHA dans la Composition (% mol)
Souche Source de carbone 

biomasse (%w/w) 3HB 3HV 
ATCC	 glucose 21 100 0 

fructose 45 100 0 
CH3COOH 35 100 0 

CH3CH2COOH 31 69 31 

CH3(CH 2hCOOH 51 25 75 

NCIB	 glucose 92 100 0 
fructose 48 100 0 
CH3COOH 42 100 0 
CH3CH 2COOH 37 64 36 

CH3(CH2hCOOH 45 10 90 

Les concentrations données (% w/w et % mol), ont été obtenues en plaçant deux souches distinctes de 
la bactérie Alcaligenes eutrophus dans les mêmes conditions de fermentation: 48 heures à 30 oC et 
pH=?, en absence d'azote (N2), avec 20 g LoI de source de carbone. Tiré de: Doi, Y., Microbial 
Polyesters, chapitre 3, VCH, New York, 1990, p. 33-62. 
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Tableau 1.7 Composition et poids moléculaire des PHA produits par différentes bactéries. 

Composition du polyester (mol %)
Souche Source de carbone Mn

3HB 3HV 4HB 

fructose 100 0 0 737000 

acide butyrique 100 0 0 432000 

Alcoligenes eutrophus acide pentanoïque 21 79 0 254000 

y-butyrolactone 83 0 17 369000 

glucose 100§ 0 0 1210000§ 

Escherichio coli * glucose 100§ 0 0 1540000§ 

Boeil/us megoterium glucose 100 0 0 166000 

Zoogloeo ramigera glucose 100 0 0 542000 

Mn: Poids moléculaire déterminé par CPG. *Escherichia coli recombinante, §: selon (Hahn et al., 
1998). Tiré de : Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitre 2, VCH, New York, 1990, p. 11-32. 

1.4.4 Les domaines d'applications et production industrielle des PHA 

En plus de résoudre les problèmes de déchets, les plastiques biodégradables ont d'autres 

avantages. En général, les propriétés des PHA comme plastiques trouvent des applications 

ciblées dans des domaines très variés notamment dans les secteurs de l'emballage, du textile, 

de l'agriculture, de la pharmacie, de l'électronique, de la médecine, de l'automobile, etc. 

Les PHA sont des polymères biocompatibles et biorésorbables, deux propriétés recherchées 

pour des applications médicales et pharmaceutiques. En tant que matériau biocompatible, les 

PHA sont capables d'assurer une fonction avec une réponse appropriée et sans effets 

indésirables sur l'environnement biologique dans lequel il est appelé à fonctionner. Pour des 

applications médicales spécifiques, en plus de la biocompatibilité, on recherche également 

des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans l'organisme. 

Les matériaux biorésorbables sont dégradés naturellement dans l'organisme humain par 

hydrolyse enzymatique et libèrent des molécules assimilables et non toxiques. En 

pharmaceutique, les médicaments à libération contrôlée (figure 1.4) sont des exemples 

d'application où la biorésorbabilité des polymères joue un rôle important (Rabetafika et al., 

2006). 
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Principes actifs 

Polymères 
biorésorbables t = x 

t =0 

Figure 1.4 Applications des biopolymères : libération contrôlée des principes actifs. 

Les PHA présentent encore des propriétés chimiques qui permettent de les utiliser comme 

support pour d'autres substances. C'est ainsi que dans un avenir proche, il sera probablement 

possible d'inclure dans des implants des médicaments qui seront libérés peu à peu avec 

précision à mesure que l'implant se résorbera. Pour les implants médicaux, les matériaux 

inertes tels que comme les céramiques sont de plus en plus remplacés par des polymères 

d'origine naturelle (Liu et al., 2001). 

Le PHB est utilisé dans la fabrication de bandages chirurgicaux, de fils de suture, de poudre 

médicale dans des sacs d'ostomie, dans le remplacement d'os, etc. De plus, puisque le PHB 

est biocompatible et non-toxique, l'organisme hôte l'accepte sans difficulté. 

L'utilisation de plastiques biodégradables pourrait s'avérer particulièrement utile dans le 

domaine agricole, où la propriété de biodégradabi 1ité des biopolymères est essentielle. Dans 

ce domaine, les films de paillage à base de biopolymères s'imposent progressivement en 

remplacement des paillis en polymères conventionnels (Rabetafika et al., 2006). 

Durant les années 70 suite à une crise mondiale du pétrole le prix du combustible fossile a 

beaucoup augmenté. Dans ce contexte, les recherches autour des PHA ont fleuri. À la fin 

des années 1980, ICI Zeneca a commercialisé des PHA. Cette société a développé un 

processus pour la production à l'échelle industrielle du P(3HB-co-3HV) obtenu par 

fermentation microbienne, qui a été commercialisé sous le nom de « Biopol ». 



21 

En 1994, Monsanto Chemica/ achète le droit de brevet de « Biopol ». Cependant le procédé 

ne serait pas commercialement viable tant que la teneur n'atteindrait pas 20 % w/w. En 

1998, le projet de perfectionnement du « Biopol » a été abandonné et plus tard, en 200 l, la 

propriété intellectuelle a été vendue à Metabolix, Inc. (AAC, 2003). 

Metabolix a mis au point une voie de polymérisation qui donne des PHA très purs, ayant des 

applications biomédicales. Les gènes codant les enzymes responsables de la biosynthèse des 

PHA dans A. eutrophus ont été exprimés dans E. coli pour comprimer les coûts de production 

et simplifier la purification. Selon Metabolix, les PHA obtenus par fermentation microbienne 

finiront par coûter moins de 2,82 $/kg. Les PHA produits directement dans les végétaux 

pourraient coûter « bien moins que 1,41 $/kg (AAC, 2003). 

En 2006, Metabolix a formé Telles™, un joint-venture 50-50 en participation avec Archer 

Danie/s Mid/and Company (ADM), pour commercialiser la production des biopolymère sous 

le nom de Mirel™, fait par fermentation microbienne à partir de sucre de maïs, sucre de 

canne ou d 'huiles végétales. Telles™ a mis au point une technologie fiable, compétitive et 

écologiquement durable pour produire du plastique entièrement biodégradable, en utilisant 

90% moins de pétrole que les plastiques traditionnels (MBLX-G, 2007). 

Procter & Gambie ont créé une fami Ile de PHA fabriqués par des Pseudomonas sp : 1) 

copolymère de 3-hydroxybutyrate (C4) avec une faible teneur de 3-hydroxyhexanoate (C6), 

et 2) copolymère de 3-hydroxybutyrate (C4) avec une faible teneur de 3-hydroxyalkanoate 

dont C > 6. 

La résine de Procter & Gambie, appelée Nodax (P&G 's Nodax), se façonne en films et en 

feuilles, en articles moulés, en fibres, en élastiques, en laminés et en couchés, en étoffes non 

tissées, en produits de synthèse du papier et en mousses. Elle possède des propriétés 

semblables à celles d'une polyoléfine et des propriétés de surface très semblables à celles du 

PET, notamment la fixation des encres d'impression et des colorants. Le Nodax possède de 

nombreuses propriétés qui le rendent attrayants pour l'emballage flexible et il devrait se 

prêter à l'emballage des fromages, des arachides et d'autres aliments riches en huiles, des 

aliments congelés, des aliments naturels et des viandes (AAC, 2003). 
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Au Québec, BioMatera fnc. se spécialise dans la mise au point de biopolymères de type PRA, 

en employant des bactéries pour la fermentation de sirop de glucose. Les matières 

actuellement envisagées englobent les gels et les crèmes pour les systèmes de médicaments 

injectables et des matrices pour la fabrication de produits cosméceutiques et la génération des 

tissus (AAC, 2003; Radio-Canada, 2007). 

Les perspectives de développement des matériaux biodégradables sont encourageantes et les 

spécialistes prévoient une production de plusieurs millions de tonnes par an. Mais, pour 

atteindre de telles productions, il faut, tout d'abord, réduire le coût des matériaux 

biodégradables qui à l'heure actuelle reste de 2 à 10 fois supérieur à celui des plastiques 

d'origine pétrochimiques. Ces coûts peuvent être améliorés grâce à de nouvelles 

technologies ou à de nouveaux concepts beaucoup plus simples et intégrés de transformation 

directe d'une matière végétale (ADEME, 2006). 

1.5 Biodégradabilité des biopolymères 

Le terme « biodégradabilité » suscite beaucoup de discussions. La définition émergeante 

proposée par de nombreux auteurs de la biodégradabilité se traduit par une dégradation du 

matériau par les microorganismes (De Wilde, 2003; Rutot et Dubois, 2004). Autrement dit, 

c'est une dégradation biotique qui met en jeu l'action de microorganismes par exemple par 

voie enzymatique conduisant à une décomposition au niveau moléculaire. Il en résulte alors 

la formation de CO2 et H20 en présence d'oxygène (ou la formation de CH4, CO2, H20 en 

milieu anaérobie) et d'une nouvelle biomasse appelée humus (Gu, 2003; Auras el al., 2004). 

Les bactéries, les champignons et les algues sont les principaux microorganismes impliqués 

dans la dégradation des polymères. Grâce aux enzymes qu'ils excrètent, ces 

microorganismes peuvent utiliser les polymères et leurs produits de dégradation comme 

source de carbone et d'énergie (Doi, 1990). 

La biodégradabilité de la plupart des biopolymères est due à la présence de liaisons 

facilement clivables comme les liaisons esters ou amides conduisant à la formation de 
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molécules simples et de fragments de plus petite taille. Ces derniers sont assimilables par les 

microorganismes pour leur biosynthèse (Gu, 2003). À l'opposé, les polymères 

pétrochimiques conventionnels dont le squelette carboné est constitué de liaisons covalentes 

C-C, requièrent beaucoup plus de temps et/ou la présence d'un catalyseur (thermique, 

radiation électromagnétique ou chimique) pour leur dégradation (Rabetafika et al., 2006). 

La dégradation des matériaux par les enzymes peut être le résultat d'un mécanisme 

radicalaire (oxydation biologique) ou d'un changement chimique (hydrolyse biologique). 

Dans le cas de l'oxydation biologique, les enzymes réagissent directement avec l'oxygène 

comme les cytochromoxidases qui sont des enzymes actives dans la chaîne respiratoire. La 

plupart du temps, l'oxygène est incorporé directement dans le substrat (cas des oxygénases). 

Parfois, il joue le rôle d'un accepteur d'hydrogène (cas des oxydases). Quant à l'hydrolyse 

biologique, les protéases catalysent l'hydrolyse des protéines en acides aminés. Les 

polysaccharides, par exemple les amidons, sont dégradés par des enzymes pour libérer des 

sucres et les cellulases, les endo- et exo- glucanases dégradent les celluloses (Rabetafika et 

al., 2006). 

Les polymères d'acides lactiques (ou PLA) sont attaqués par la protéinase K, la pronase ou la 

bromélaine (Shimao, 2001). Les polyhydroxyalcanoates, étant des polyesters, sont des 

polymères avec des liaisons facilement clivables par les estérases, largement présentes chez 

les organismes vivants. 

Une série de microorganismes (aussi bien procaryotes qu'eucaryotes) a été caractérisée 

comme étant capable de dégrader les PHA. Jusqu'à présent, plus de 10 PHA-dépolymérases 

différentes ont été purifiées et caractérisées (Brandi et al., 1995). Ces dépolymérases sont 

excrétées par les mêmes microorganismes qui produisent les PHA et qui sont communs dans 

les sols, par exemple l'Alcaligenes faecalis et la Pseudomonas lemoignei. Elles attaquent 

préférentiellement les PHA et les convertissent en unités monomériques. Le mécanisme de 

biodégradation est le même que celui de la biosynthèse (figure 1.3) mais dans le sens opposé, 

il s'agit du métabolisme cyclique des PHA. Donc, la PHA-dépolymérase, troisième enzyme 

lors de la biosynthèse, sera la première enzyme durant la dégradation (Doi, 1990). 
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Pour tirer profit de la biodégradabilité des matériaux, ils doivent aussi être compostables. Le 

PHB et d'autres PHA ne sont toutefois décomposés que lorsque des phosphates, de l'azote, 

des sels, de la chaleur et de l'humidité permettent la croissance des micro-organismes. Ces 

conditions sont réunies dans le compost et dans la terre, mais pas dans des conditions 

normales d'utilisation (CHANVRE-INFO, 2004). 

Les taux de dégradation enzymatique des PHA sont fortement influencés par la composition 

des copolymères (Kang et al., 1995). Les propriétés de biodégradation pourront être ajustées 

en jouant sur la nature, la composition et la structure (masse molaire, taille, cristallinité, ... ) 

du PHA produit (Doi, 1990). 

Des études réalisées ont montré que des films (8 cm de diamètre et 0,07 mm d'épaisseur) de 

P(3HB-co-9% 4HB), P(3HB-co-50% 3HV), P(3HB-co-21% 3HV) et PHB, à des 

températures entre 16 et 30 OC requièrent de 2 à 8 semaines pour leur total dégradation. La 

vitesse de dégradation des copolymères dépend de leur structure. Le P(3HB-co-9% 4HB) a 

été complètement dégradé après deux semaines, tandis que le P(3HB-co-21 % 3HV) et le 

PHB ont nécessité huit semaines (Doi, 1990). Il a aussi été constaté que le P(3HB-co-8% 

3HV) se dégradait presque totalement dans les 20 jours en milieu anaérobie, alors que les 

polyesters aliphatiques synthétiques tels que le PLA, le PBSA ne se dégradaient qu'après 100 

jours (Shin et al., 1997). 



CHAPITRE II 

MÉTHODES D'ANALYSE DES PHA 

Deux approches sont possibles afin de déterminer la quantité de biopolymère accumulé dans 

un microorganisme: 1) l'analyse directe de la biomasse contenant le polymère, 2) l'analyse 

du PHA préalablement extrait de la biomasse. 

En raison de leur taille moléculaire, les biopolymères ne peuvent pas être directement 

quantifiés par des techniques simples comme la chromatographie en phase liquide (LC) ou la 

chromatographie en phase gazeuse (GC). Ils doivent être dépolymérisés (hydrolysés), pour 

être analysés par HPLC. Pour utiliser la GC, chaque groupement chimique polaire doit être 

dérivatisé pour rendre la molécule volatile. 

D'autres techniques telles que la spectrométrie infra rouge à transformée de Fourier (FTIR), 

la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et les nouvelles approches de la 

spectrométrie de masse en tandem (MALDIIMS) n'ont pas besoin d'une étape de 

dépolymérisation mais le polymère doit être extrait de la biomasse avant l'analyse. 

2.1 Historique 

La gravimétrie, utilisée par Lemoigne en 1926, fut la première méthode de quantification du 

PHB dans les bactéries. Cette technique, nécessitait de grandes quantités d'échantillons, une 

extraction au chloroforme et était imprécise. Le PHB a été aussi déterminé par la méthode 

de densité optique résiduelle (Williamson et Wilkinson, 1958). Celle-ci, plus sensible et plus 

rapide que la précédente, consistait à mesurer la turbidité d'une solution d'hypochlorite après 

disruption complète des cellules. L'hypochlorite de sodium a été substitué par ('acide 

sulfurique concentré et chaud conduisant ainsi à la formation de l'acide crotonique, 
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détectable par absorption UV à 235 nm (Slepecky et Law, 1960). Ces méthodes ne 

comportant aucune spécificité, sont devenues invalides lorsque de nouveaux PHA sont 

apparus. Ces approches ont été améliorées par l'introduction de la chromatographie 

d'exclusion ionique couplée à la HPLC (Karr et al., 1983), mais présente un inconvénient, 

elle ne peut pas détecter des unités répétées de polymère plus longues que 3HB (Brandi et al., 

1989). 

Plus tard, le PHB a été identifié par chromatographie en phase gazeuse (GC) après 

l'hydrolyse alcaline et différentes méthodes de dérivatisation dont la silylation et la 

méthylation (Wallen et Rohwedder, 1974). Puis, en 1978, il a été proposé un protocole 

permettant l'analyse du PHB intracellulaire, consistant en la dérivatisation par méthanolyse 

du PHB et l'analyse par GC de l'ester méthylique de l'acide 3-hydroxybutyrique dérivé 

(Braunegg el al., 1978). Cette méthode a par la suite été élargie à l'analyse d'autres PHA, le 

P3HB-co-3HY (Comeau et al., 1988). 

L'analyse du poly-p-hydroxybutyrate dans les bactéries a aussi été effectuée sous microscope 

à épifluorescence. Les granules ont été colorés au bleu de Nil A, la fluorescence émise à 450 

nm permet leur visualisation et comptage (OstIe et Holt, 1982; Page et Tenove, 1996). 

La méthode proposée par Karr et al. (1983) a été couplée avec un détecteur conductimétrique 

pour l'analyse des copolymères (Hesselmann et al., 1999). Cette méthode était basée sur la 

dépolymérisation de PHB/PHY en 3-hydroxybutyrate (3HB) et 3-hydroxyvalérate (3HV). La 

dépolymérisation a été réalisée par digestion hydrolytique ou par propanolyse 

(propanol/acide sulfurique). L'hydrolyse a servi pour l'analyse du 3HB tandis que 

l'estérification avec le propanol a permis l'analyse du 3HB et du 3HY. 

La spectrométrie de masse de MALDI-TOF-MS est l'une des dernières et des plus puissantes 

techniques pour la caractérisation des polymères. Celle-ci a été récemment utilisée pour 

l'étude des polyesters hyperbranchés (Chikh et al., 2007). 

Le tableau A.I (appendice 1) récapitule l'évolution des principales techniques d'analyse des 

PHA, revues par De Rijk et al. (2002). 
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2.2 Analyse des PRA par chromatographie gazeuse 

2.2.1 Techniques de dérivatisation 

Des techniques de dérivatisation sont employées avant l'analyse par GC, afin de modifier les 

propriétés des composés possédant des groupes fonctionnels polaires (des groupes 

hydroxyles, cétones, carboxyliques, amines). Différentes méthodes de dérivatisation ont été 

développées : J'estérification, la silylation et l'alkylation, la méthylation, la trans

estérification et l'acétylation (Bertrand el al, 1987; Kolb et Ettre, 2006). 

La silylation est l'une des méthodes de dérivatisation la plus couramment utilisée. II est très 

facile d'obtenir des sous-produits stables via cette technique. Ceci consiste à substituer les 

hydrogènes actifs de groupes hydroxyles, thiols, amines par des groupes alkylsilyl donnant 

naissance à des silyl ethers et silyl esters. Cette technique de dérivatisation a été utilisée 

pour l'analyse de l'acrylamide et de l'acide y-hydroxybutyrique (GHB) par SPME/GC/MS 

(Lagalante et Felter, 2004; Meyers et Almirall, 2005). 

La dérivatisation par estérification peut avoir lieu lorsqu'un acide carboxylique et un alcool 

sont présents dans un milieu acide (l'acide sulfurique sert de catalyseur). Le fait d'augmenter 

la température accélère la réaction d'estérification. L'estérification est une réaction 

équilibrée (non-totale) et réversible. L'équilibre peut être déplacé afin d'accroître son 

rendement, soit en ajoutant l'un des réactifs en excès (généralement l'alcool) pour ainsi 

déplacer l'équilibre vers la formation de l'ester, soit en extrayant l'ester du milieu réactionnel 

pour empêcher la réaction inverse d'hydrolyse. 

2.2.1.1 Méthanolyse des PHA 

La dépolymérisation et l'estérification des PHA, avec du méthanol acidifié (méthanolyse 

acide), a été utilisée comme méthode de dérivatisation précédant l'analyse par 

chromatographie gazeuse (Braunegg el al., 1978; Comeau et al., 1988). Cette approche 

consiste à convertir quantitativement le polyester en ester méthyl ique, sous l'action du 

méthanol chaud, et en présence d'acide sulfurique (figure 2.1). 
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Figure 2.1 Méthanolyse acide du PHB, en présence du chloroforme. 

Les sous-produits dérivés, des esters méthyliques, sont volatils et facilement analysables par 

chromatographie gazeuse (GC). Ainsi, les deux homopolymères, le PHB et le PHV sont 

respectivement convertis en ester méthyl ique de l'acide butyrique (Me3 HB) et en ester 

méthylique de l'acide 3-hydroxypentanoïque ou valérique (Me3HV). 

La méthanolyse suivie de l'analyse par GC a été l'une, sinon la plus utilisée, des méthodes 

analytiques pour l'analyse des PHA dans la biomasse. Toutefois, comme déjà vu plus haut, 

la solution issue de cette réaction et renfermant le Me3HB, ne peut pas être directement 

injectée dans la colonne chromatographique puisqu'elle contient aussi du méthanol, de 

l'acide sulfurique et de l'eau. Après la dérivatisation il est nécessaire une étape de 

préparation de l'échantillon avant d'être analysé par Ge. 

2.2.2 Méthodes de préparation de ['échantillon 

Une variété de méthodes de préparation de J'échantillon sont utilisées dépendant de la 

matrice: J'extraction liquide - liquide, la distillation - condensation, ['extraction sur phase 

solide (SPE) ou encore l'extraction par fluide supercritique (SFE). Ces méthodes présentent 

divers inconvénients comme des coûts élevés et des durées de préparation excessives. 

L'extraction liquide-Iiquide: le principe est fondé sur la distribution du soluté entre les 

deux phases, en fonction de son affinité pour chacune d'elles. Après leur contact, une 

séparation ultérieure des deux liquides (extrait et raffinat) permet la récupération des 

composés de J'extrait (solvant et soluté purs). 

Dans le cas de J'analyse des PHA par GC, une fois complétée la réaction et refroidies les 

solutions, il est nécessaire d'ajouter de l'eau pour séparer le méthanol acidifié du 

chloroforme. La phase organique, renfermant environ 60 % du Me3HB dérivé du PHB (Jan 

et al., 1995), est récupérée et séchée sur Na2S04 avant d'être analysée Ge. 
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Micro-extraction en phase solide (SPME): la micro-extraction en phase solide (SPME), 

introduite au début des années 1990 par le Professeur Janusz Pawliszyn, permet le traitement 

d'échantillons de toutes natures (solide, liquide, gazeux). Par ses nombreux avantages dont 

quantité d'échantillon minimale, simplicité de mise en œuvre, pas d'utilisation de solvants, 

gain de temps, automatisation possible, etc., elle s'est rapidement imposée comme alternative 

à l'extraction liquide-liquide et à l'extraction en phase solide conventionnelle pour la 

préparation d'échanti lion avant l'analyse par chromatographie en phase gazeuse (Ge), en 

phase liquide (HPLC) et l'électrophorèse capillaire. Contrairement aux techniques 

classiques, la SPME n'extrait pas la totalité des analytes étudiés mais la quantité extraite est 

proportionnelle à la quantité présente dans l'échantillon (Pawliszyn, 1997). 

Le principe repose sur la distribution de l'analyte entre la phase « solide» de la fibre et la 

phase de la matrice. La fibre revêtue d'une phase stationnaire extrait les composés selon le 

processus d'adsorption. L'extraction peut être effectuée selon différents modes (figure 2.2) : 

J) par immersion directe, 2) dans l'espace de tête (headspace) et 3) protégée par une 

membrane. 

SPME « directe» SPM E en espace de tête SPME avec membrane protégée 

D Échantillon D Phase polymérique D Membrane 

Figure 2.2 Différents modes d'extraction en SPME. Tirée et adaptée de : 
(www.chemsoc.org/ExemplarChem/entries/2004/westengland_smith/ExempWeb/spmem.htm) 
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En mode headspace, la fibre adsorbe les analytes d'intérêts dans la phase gazeuse située au 

dessus de la matrice liquide ou solide. Tandis qu'en mode immersion directe, la fibre est 

immergée dans la matrice liquide à analyser. Le tableau 2.1 résume quelques unes des 

applications de la SPME selon les caractéristiques des solutés et de la matrice. 

L'adsorption des composés volatils sur la fibre SPME, en mode espace de tête (HS/SPME) 

est gouvernée par l'équilibre qui se produit entre la phase gazeuse de l'espace de tête de 

l'échantillon et la phase solide de la fibre adsorbante. Cet équilibre nécessite un temps 

suffisant qui dépend principalement de la température d'adsorption. Dans ce contexte, 

l'efficacité du transfert de masse entre la phase 1iquide (ou une phase solide) et la phase 

gazeuse constitue un enjeu de première importance. Deux méthodes d'espace de tête sont 

possibles: 

• la méthode statique (headspace statique). Cette technique n'est pas adaptée pour 

l'extraction des composés peu volatils comme les hydrocarbures non fonctionnalisés ou pour 

ceux qui présentent une trop grande affinité pour l'eau comme les diols. 

• la méthode dynamique. Les méthodes d'agitation plus utilisées sont: l'agitation avec 

barre magnétique, l'agitation au Vortex, la sonication ou l'agitation par bullage d'un gaz 

vecteur à travers l'échantillon (purge and trap). 

Tableau 2.1 Sélection du mode d'extraction en fonction de j'élément analysé, de la 
matrice dans laquelle il se trouve et des conditions d'analyse. 

Approche	 Type de composé Type de matrice 

routine	 plupart des composés 
Extraction	 gazeuse et 

dérivatisation in situ	 composés polaires 
directe	 liquide

redox in situ	 ions inorganiques 
volatiles et semi-volatiles 

routine
Extraction par	 composés non polaires 

toute sorte de 
espace de tête	 volatiles et semi-volatiles avec

heatingjcooling	 matrices 
un coefficient de partage faible 

dérivatisation in situ composés polaires 
Avec membrane matrices

faible volatilité 
de protégée	 complexes 
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L'analyse des composés volatils ou semi volatils par espace de tête statique ou dynamique 

comporte trois étapes (figure 2.3) : 

1) Pré-incubation: chauffage modéré de l'échantillon placé dans un récipient scellé jusqu'à 

ce que les composés volatils diffusent dans la phase gazeuse et qu'un état d'équilibre entre 

les deux phases (équilibre liquide-vapeur) soit atteint. 

2) Extraction: exposition de la fibre dans l'espace de tête de l'échantillon afin de fixer sur la 

fibre les différents composés volatils libérés au cours du chauffage. Une fois les composés en 

équilibre répartis entre le milieu à extraire et la phase stationnaire, le piston est rétracté et 

l'aiguille de la seringue est introduite dans l'injecteur du chromatographe. 

3) Désorption: les composés fixés sur la fibre sont ensuite désorbés à haute température dans 

l'injecteur et séparés par chromatographie en phase gazeuse ou par rinçage par un solvant 

spécifique dans le cas d'un couplage avec un chromatographe en phase liquide. 

l 

a) b) c) 

Figure 2.3 Les différentes étapes de la SPME : a) pré-incubation, b) adsorption ou extraction, c) 
reploiement de la fibre et désorption dans l'injecteur du chromatographe. 
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L'efficacité de la technique SPME dépend principalement de la quantité de solutés qu'il est 

possible de concentrer sur la fibre. La répartition des composés à analyser, entre la matrice 

de l'échantillon, l'espace de tête et la fibre, est fonction de plusieurs paramètres physico

chimiques, dont les plus importants sont le type de fibre, le temps d'équilibre, le temps 

d'extraction, la température d'équilibre, le volume d'espace libre et le temps de désorption, 

l'agitation, la force ionique et le pH sont aussi des facteurs influençant l'extraction. 

• Sélection de la fibre: la fibre (la phase stationnaire) est choisie en fonction du poids 

moléculaire et de la polarité des composés. Différentes fibres sont proposées par la société 

SUPELCO. Le tableau 2.2 en montre quelques unes, ainsi que le champ d'application. 

• Temps de contact: le temps de contact entre la fibre et l'échantillon peut varier de 

quelques minutes à plusieurs heures selon la nature et la quantité des composés ainsi que de 

la sensibilité souhaitée. Le temps d'équilibre est limité par la vitesse de transfert de l'analyte 

à travers la couche statique à l'interface entre la solution et la fibre (Lord et Pawliszyn, 

2000). 

• La température d'extraction: la température a une influence sur la pression de vapeur 

des composés donc sur la distribution entre la phase liquide et la phase gazeuse et la phase 

gazeuse et la phase solide (fibre). Le fait de chauffer l'échantillon au cours de l'extraction 

permet d'atteindre l'équilibre plus rapidement grâce à la mobilité accrue des composés par 

agitation thermique, mais dans une certaine limite de température. Si la température est trop 

élevée, l'extraction est défavorisée. Il se peut alors qu'une fraction de produits se volatilise et 

occupe alors l'espace de tête (phénomène de désorption) mais il se peut aussi qu'ils 

s'hydrolysent à des températures élevées. 

• La concentration en sels: la présence de sels dissous dans l'échantillon augmente la 

force ionique et diminue la solubilité des composés organiques, ils migrent plus facilement 

vers la fibre. Ce phénomène est connu sous le nom de « relargage », en anglais « salting

oui ». L'addition de NaCI ou Na2S04 entre 25 et 30 % (poids de sels/vol. de solution) est une 

technique très répandue pour diminuer la solubilité des analytes dans la phase aqueuse en 

augmentant ainsi leur concentration dans la phase gazeuse. L'addition du sel est 

particulièrement utile lors de l'analyse des composés polaires dans l'eau. Ceci augmente les 

rendements d'extraction, notamment pour les composés les plus polaires (SUPELCO, 2001). 
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• Le pH de l'échantillon: en présence d'eau dans différentes conditions de pH et de 

force ionique, les composés peuvent varier leur solubilité et diminuer ou augmenter le 

pouvoir de confinement. Pour des solutés acides et basiques, le pH doit être ajusté et contrôlé, 

les composés doivent rester sous une forme non-dissociée pour être extraits facilement. Il est 

donc parfois nécessaire de modifier le pH pour obtenir la forme non-dissociée du composé. 

Pour des composés organiques hydrosolubles, l'augmentation de pH induit une augmentation 

de relâchement. 

• Le volume d'espace libre: en général la sensibilité de prélèvement d'espace libre est 

la meilleure quand le volume d'espace libre est petit. Il est recommandé de garder le volume 

d'espace libre dans le flacon entre 30 % et 50 %, notamment pour les faibles concentrations. 

Quand le volume d'espace libre est petit la fibre extrait plus d'échantillon, plus rapidement, et 

avec une plus grande efficacité. Pour des échantillons dont la concentration est plus élevée, il 

est possible d'employer un plus grand volume d'espace libre (headspace). Pour garantir la 

reproductibilité des analyses, il est extrêmement important de garder le volume d'espace libre 

et les dimensions des flacons employées constants, ainsi que de placer la fibre à la même 

profondeur dans l'espace libre chaque fois (SUPELCO, 2001). 

• La température et le temps de désorption des composés: en chromatographie 

gazeuse, la température de désorption d'un analyte de la fibre dépend de son point 

d'ébullition. Si la température est trop élevée, une baisse de la réponse peut se produire pour 

certains composés (Aguilar et al., 1998). Il a également été remarqué que les effets de la 

température de désorption varient selon les fibres (Su et Huang, 1999). Enfin, la température 

fixée pour la désorption (entre 220 et 290 oC), doit aussi tenir compte de la température 

d'opération recommandée par le fabriquant en fonction de la phase polymérique qui constitue 

la fibre. Le temps nécessaire pour la désorption complète, soit la désorption thermique en 

GC, soit la désorption par dilution dans une phase mobil à la température de la pièce en 

chromatographie liquide, est de l'ordre de quelques minutes. 

L'extraction par SPME peut être sélective, en fonction de la nature de la fibre (nature de la 

phase polymérique) et de son diamètre. Chaque phase présente une spécificité pour une 

classe de composés donnés (tableau 2.2). D'une façon générale, la nature de la fibre va 

sélectionner la nature des analytes et son diamètre va sélectionner sa masse molaire (plus le 
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Tableau 2.2 Spécificité des fibres SPME. 

Type de fibre Acronyme Classe de composé 

Polydimethylsiloxane (100 ~m) PDMS 
Composés non polaires 
volatils et semi volatils 

Carbowaxjdivinylbenzene (65 ~m) CWjDVB 
Composés polaires, 
acides volatils 

Polydimethylsiloxanejdivinylbenzene (65 ~m) PDMSjDVB Volatils et semi volatils 
Polydimethylsiloxanejcarboxen (75 ~m) PDMSjCAR Composés volatils 
Polydimethylsiloxanejdivinylbenzenejcarboxen 
(50-30 ~m) 

PDMSjDVBjCAR 
Composés volatils et 
semi volatils 

diamètre est faible, plus les composés extraits auront majoritairement une grande masse 

molaire). Une fibre polaire peut extraire des produits polaires tels que les phénols et les 

acides carboxyliques. 

Les fibres mixtes (PDMS-DYB, PDMS-Carboxen-DYB) s'avèrent souvent plus adaptées que 

les fibres simples (PDMS, polyacryJate). Le tableau 2.2 regroupe les fibres SPME les plus 

utilisées. La valeur entre parenthèses représente l'épaisseur du film polymère entourant la 

fibre de silice. L'épaisseur de la fibre influence l'adsorption par des effets cinétiques. Ainsi, 

l'équilibre est plus rapidement attendu avec une fibre plus fine mais la quantité d'analyte 

adsorbée sera moindre. 

Différents méthodes de dérivatisation appliquées à la SPME ont été étudiées par Lord et 

Pawliszyn (2000). La dérivation des analytes, en plus de faciliter la séparation 

chromatographique, permet de réduire la polarité des anaJytes et d'augmenter le coefficient de 

partage entre J'échantillon et la fibre. Ainsi les solutés deviennent plus facilement 

extractibles, plus volatiles ou plus stables thermiquement (Pan et Pawliszyn, 1997). 

La dérivation peut se faire dans J'échantillon (dérivatisation in situ) ou au niveau de la fibre, 

dopée avec l'agent dérivatisant ou encore dans le port d'injection du chromatographe après 

désorption des analytes de la fibre (Pan et Pawliszyn, 1997; Stashenko et Martinez, 2004). 

• La technique « directe» ou dérivatisation in situ: l'agent de dérivatisation est ajouté 

dans l'échantillon. Les produits dérivés sont ensuite extraits par SPME, puis analysés. En 

opérant de cette façon, avec des solutions aqueuses, la dérivatisation peut être lente. D'autres 
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expériences (Buchholz and Pawliszyn, 1994) ont montré que les acides ne peuvent pas être 

dérivatisés dans l'eau. La majorité des agents dérivatisants qui remplacent l'hydrogène actif 

du composé sont dégradés par réaction avec l'eau (Henriksen et al., 2001). 

• Dérivatisation sur la fibre: l'extraction a lieu en même temps que la dérivatisation. 

Au préalable, la fibre est dopée avec l'agent dérivatisant, puis, dans un second temps, la fibre 

«greffée» est plongée dans l'échantillon. Les analytes sont alors extraits et simultanément 

convertis en analogues ayant plus d'affinité avec la fibre et stabilisés thermiquement. Le 

greffage se fait en espace de tête, la fibre est placée quelques minutes au dessus de l'agent de 

dérivatisation, par l'action de la chaleur, l'analyte se vaporise et se greffe sur la fibre (Lord et 

Pawliszyn, 2000). 

• Dérivatisation après l'extraction: il est également possible d'extraire les composés 

dans un premier temps, puis d'effectuer la dérivatisation (Lee et al, 1998). Un exemple de 

cette approche est décrit par Meyers et Almirall (2005) lors de l'analyse du y

hydroxybutyrate (GHB). Dans un premier temps, la fibre est plongée dans la solution 

pendant 15 minutes, puis elle est placée en headspace dans un vial contenant un agent de 

silylation. 

2.3 Analyse des PHA par HPLC 

L'analyse des PHA par HPLC après hydrolyse du polyester a été utilisée comme technique 

de dosage du PHB ou du PHV en milieu aqueux (Slepecky et Law, 1960; Karr et al. 1983; 

Sulo et al., 1996; Yu et al., 2005). 

La cinétique et les mécanismes de formation de ces composés ont été discutés récemment 

(Yu et al., 2005). Les unités monomériques constitutives des PHA sont obtenues par 

exposition à l'acide sulfurique concentré ou à une solution alcaline concentrée. Les 

paramètres optimisés pour les deux réactions sont résumés dans la figure 2.4. 

Les réactions illustrées dans la figure 2.4, sont accélérées par la chaleur. Dans le premier cas 

(hydrolyse acide), le polymère est en même temps hydrolysé et déshydraté donnant de l'acide 

crotonique (AC) comme produit de réaction. 
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Figure 2.4 Réactions d'hydrolyse du PHB, hydrolyse acide avec de l'acide sulfurique concentré 
et hydrolyse alcaline dans une solution d'hydroxyde de sodium 4 M. (Selon: Yu et al., 2005.) 

L'hydrolyse alcaline conduit majoritairement à la formation de l'acide butyrique substitué en 

position 3 ou beta, aussi appelé acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et minoritairement à de 

l'acide crotonique. 

2.4 Analyse des PRA par RMN et par FTffi 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectroscopie infrarouge à transformée de 

Fourier (FTIR) sont des techniques plus utilisées pour l'analyse structurelle et sont 

particulièrement utiles pour l'identification et la caractérisation de nouveaux PHA. Des 

applications de la RMN, pour l'analyses des PHA, ont été publiées par Wallen et Rohwedder 

(1974); Doi (1990) et Gracida et al. (2002). La spectrométrie FTIR a été utilisée par Dai 

(1990), par Yu et al. (2001) et par Gracida et al. (2002) comme méthode d'analyse de PHA. 

La quantification du PHB a aussi été faite par RMN, en utilisant le benzène comme standard 

interne (Jan et al. 1995). Ces techniques requièrent une étape d'extraction du PHB 

intracellulaire pour récupérer le polymère pur dans une phase organique compatible avec ces 

techniques, ce qui peut nuire à l'analyse quantitative. 
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2.5 Analyse des PHA par spectrométrie de masse (MALDIIMS) 

En spectrométrie de masse, les deux nouvelles techniques d'ionisation, la désorption

ionisation laser assistée par matrice (MALDI) et l'ionisation par éJectronébulisation ou 

électrospray (ESI) sont rapidement devenues des outils incontournables pour la chimie des 

biopolymères comme les protéines. La technique MALOI, généralement couplée à un 

analyseur à temps de vol (TOF pour rime Of Flight), est l'un des derniers et des plus 

intéressants nouveaux développements dans l'analyse des polymères. L'étude par ESI/MS 

et/ou MALDI/MS, à l'origine développée pour l'analyse des protéines, s'est avérée très 

puissante pour la caractérisation des polymères, en termes de propriétés chimiques et 

physiques, dont la masse moléculaire moyenne en nombre (Mn), la masse moléculaire 

moyenne en poids (Mw), en remplaçant ainsi les techniques analytiques classiques (RMN, 

FTIR), la chromatographie d'exclusion (SEC) et la MS et la pyrolyses-GC (Pasch et 

Schrepp, 2003). 

2.6 Dérivatisation assistée par micro-ondes 

En chimie, la technologie des micro-ondes retrouve quatre catégories de produits et 

applications: en chimie analytique pour la préparation d'échantillons; en synthèse organique, 

soit pour la recherche pharmaceutique ou la chimie fine, en biosynthèse et en extraction par 

solvant, notamment pour extraire ou purifier des produits naturels. 

L'irradiation des milieux réactionnels par les micro-ondes est une technique de plus en plus 

utilisée en chimie organique. Les premières synthèses organiques réalisées dans un four 

domestique furent décrites en 1986 par Gedye et al. (J 986) et Giguere et al. (1986). Le 

caractère instantané du chauffage conduit à des réactions plus rapides et à une faible 

dégradation des produits dont de nombreux exemples sont rapportés dans la littérature (Joly, 

2003; Kappe, 2004) dont l'acétylation de l'ester méthylique de l'acide cholanique, les 

réactions d'acylation d'alcools primaires, secondaires et tertiaires, la réactions de 

glycosylation en absence de solvant, la synthèse stéréosélective de C-glycosides à partir de 

lactones par réaction de Wittig, la réaction de métathèse des alcènes, l'acylation de cellulose, 

etc. 



38 

Des réactions d'estérification activées par micro-ondes ont aussi été étudiées. 

L'estérification de l'acide benzoïque avec du méthanol, du propanol et du butanol, effectuée 

pour la première fois en 1986 (Gedye et al., 1986) a permis de diminuer à quelques minutes 

les temps réactionnels de plusieurs heures sous le chauffage conventionnel. Des réactions 

enzymatiques d'estérification ont aussi été réalisées dans des réacteurs aux micro-ondes dont 

l'estérification sélective du glucose (Gelo-Pujic et al., 1996). 

Plus récente, une nouvelle méthode d'estérification en utilisant l'activation micro-ondes a été 

mise au point pour la synthèse des esters de cellulose microcristalline, réduisant ainsi Je 

temps de réaction de plusieurs heures à une minute (Satge, 2002). D'autres procédés 

d'estérification, trans-estérification et inter-estérification assistées par micro-ondes ont été 

brevetés récemment (Chartier de Chily et Raynard, 2003). 

Des réactions d'hydrolyse en milieu acide ou alcalin par irradiation aux micro-ondes sont 

citées dans la littérature (Gedye et al., 1986; Kappe, 2004). Citons par exemple l'hydrolyse 

alcaline de la benzamide, donnant de ['acide benzoïque (Gedye et al., 1986). 

2.6.1 Principe du chauffage par rayonnement micro-onde 

Les hyperfréquences ou les micro-ondes représentent un segment de spectre 

électromagnétique de 1-300 GHz, mais pour éviter les interférences avec les 

télécommunications les réacteurs micro-onde pour la synthèse organique opèrent à 2,45 GHz. 

Au-dessous de la moyenne des énergies de liaisons cette fréquence n'affecte que les énergies 

de rotation des molécules. 

Le mécanisme de chauffage par micro-ondes, aussi appelé chauffage diélectrique, se fait par 

interactions entre la composante électrique de l'onde électromagnétique avec les substances 

lors que celles-ci sont soumises à un champ électrique statique ou alternatif. Il procède donc 

par un mécanisme de polarisation dipolaire des molécules et les substances présentant un 

moment dipolaire différent de zéro (ex. eau, acides, solvants) ou par conduction ionique des 

ions en phase liquide ou incrustés dans les interstices solides. 
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Ce phénomène est lié au déplacement des charges posItives et négatives à l'intérieur du 

champ électrique qui varie très rapidement (2,45 x 10 9S·I). L'ensemble des molécules essaie 

de s'orienter en fonction des lignes de champ et sont de ce fait soumises à des rotations

vibrations. Le dégagement de chaleur à l'intérieur du matériau résulte de la friction produite. 

Ne pouvant répondre instantanément aux changements de direction du champ J'énergie de 

J'onde électromagnétique est transformée en énergie calorifique (GaJema, 1997). 

Par rapport au chauffage classique, l'échauffement des molécules se traduit par un 

dégagement instantané de chaleur au cœur de la masse et la répartition finale de température 

est plus régulière. Sous l'effet des micro-ondes, l'élévation de température pour les solvants 

polaires sera rapide, à contrario, les solvants apolaires ne s'échaufferont pas ou très peu. En 

ce qui concerne les solides, l'augmentation de température serait liée au système cristallin ou 

à l'écart de stœchiométrie leurs conférant ainsi un certain caractère polaire (GuiJiard, 2007). 

La faculté qu'a une matière d'absorber ('énergie micro-ondes est exprimée par son facteur de 

perte diélectrique (tan 8). Le facteur de perte diélectrique (tan 8 = c" / c') est défini par la 

perte diélectrique (c") et la constance diélectrique (c'). La perte diélectrique indique 

l'efficacité avec laquelle le rayonnement électromagnétique est converti en chaleur. La 

constante diélectrique, décrit la capacité des molécules à être polarisées par le champ 

électrique. Les solvants peuvent être classifiés en fonction de leur facteur de perte 

diélectrique ou tan 8 comme suit (Kappe, 2004): 

hautement absorbants (tan 8 > 0,5) : éthylène glycol 1,350; éthanol 0,941; DMSO 

0,825 

modérément absorbants (tan 8 0,1-0,5) : acide acétique 0,174; DMF 0,161; eau 0,123 

• faiblement absorbants (tan 8 < 0,1) : chloroforme 0,091; acétone 0,054; toluène 0,040 

Les molécules ayant un moment dipolaire, permanent ou induit sous l'action d'un champ 

électrique absorberont de l'énergie dans le domaine des micro-ondes. Par contre, pour une 

molécule ne possédant pas de moment dipolaire, le CO2 linéaire ou de CCI4 symétrique, il n'y 

aura pas d'absorption dans cette région. 
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Le chauffage diélectrique dépend également de la taille des tubes de réaction, de la quantité 

de mélange réactionnel, de la capacité de chaleur du milieu, de la température initiale, etc. 

(Kappe, 2004). 

Les effets des micro-ondes dépendent du milieu réactionnel donc trois possibilités sont à 

envisager (Joly, 2003) : 

• Dans le cas de réactions en solvant polaire, qu'il soit protique ou aprotique, la 

principale interaction micro-ondes/matière se fait avec le solvant, ce qui induit une 

augmentation de température. Le transfert d'énergie se fait du solvant vers les réactifs. Il 

s'agit alors d'effet de solvant et les rendements de réaction seront proches de ceux obtenus 

par chauffage classique. 

• Si le solvant utilisé est apolaire, les molécules de solvant sont «transparentes» vis-à

vis du rayonnement et n'absorbent pas ou très peu les microondes. Ainsi, si les réactifs sont 

polaires, ce sont eux qui absorberont le rayonnement et le transfert d'énergie se fera des 

réactifs au solvant. Le résultat de la réaction peut alors être différent entre micro-ondes et 

chauffage classique. Cependant, ces effets semblent être variables et dépendent de la 

réaction. Ainsi, aucune règle générale ne peut être définie. 

• Enfin, l'effet micro-ondes peut être observé plus facilement lors de réactions réalisées 

sans solvants. Outre l'intérêt économique et écologique de cette absence de solvants, le 

rayonnement est, dans ce cas, absorbé exclusivement par les réactifs. Les réactions 

interfaciales, les réactions de transfert de phase et sur supports solides couplées à l'irradiation 

micro-ondes ont conduit à des résultats probants. 

De manière générale, plus les molécu les sont polaires, plus l'effet micro-ondes sera important 

et donc plus grande sera la montée en température. Toutefois, au cours de la réaction, la 

polarité du système peut varier selon le mécanisme réactionnel et de ce fait, il peut être 

observé une variation des effets micro-ondes. De même, lorsque deux réactions sont en 

compétition, la sélectivité sera en faveur de celle dont l'état de transition sera le plus polaire 

(Loupy et Haudrechy, 1996). 
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Il est à noter que les réactions telles que l'hydrolyse, impliquant les acides sulfurique et 

phosphorique concentrés, peuvent être problématiques. En effet, ces acides absorbent très 

fortement l'énergie des micro-ondes et la température de réaction peut s'élever rapidement à 

plus de 300 oC (Kingston et al., 1997), entraînant ainsi la fonte des récipients en polymères. 

Selon Guillard (2007), deux hypothèses peuvent expliquer les effets des micro-ondes: 

1ère hypothèse: effet thermique. Le milieu réactionnel subit un échauffement important 

puisque la perte diélectrique atteint sa plus grande valeur et que la profondeur de pénétration 

est appréciable. « Ainsi, plus un milieu polaire captera l'énergie des micro-ondes en 

profondeur et plus le milieu s'échauffera. Cette énergie calorifique, dégagée par les 

mouvements des molécules polaires, fournira à celles qui réagissent, l'énergie d'activation 

nécessaire à la réaction ». 

2éme hypothèse: effet non thermique. Bien que moins efficace qu'à basse fréquence le 

mécanisme de polarisation demeure intense sous l'effet du champ électromagnétique. Il en 

résulte une grande aptitude des molécules polaires à s'aligner dans la direction du champ 

électrique entraînant une diminution de l'entropie initiale sous l'effet de l'irradiation 

(création d'un ordre moléculaire) provoquant une accélération de la vitesse de réaction. 

Ainsi, « ordonner» les réactifs comme peut le faire le champ électrique des micro-ondes 

favorise le déroulement de la réaction. 

2.6.2 Réacteurs micro-ondes 

II existe deux types de réacteurs micro-ondes (figure 2.5): les fours micro-ondes multi-modes 

(ou domestiques) et les réacteurs micro-ondes monomodes (ou de laboratoire). Les réacteurs 

multi-modes sont composés d'un ou plusieurs magnétrons qui génèrent le rayonnement 

micro-ondes (a). L'onde se réfléchit sur les parois du four et forme ainsi un champ réparti de 

façon hétérogène dans la cavité. Dans le cas des fours à micro-ondes multi-mode, la 

puissance émise est constante mais le temps d'impulsion va varier selon la puissance voulue 

par la consigne (fonctionnement séquentiel). Ce type de réacteur a aussi son application en 

laboratoire, mais la puissance est dans ce cas variable selon la nécessité et délivrée de façon 
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continue (Joly, 2003). Le contrôle de la réaction dans ces systèmes ne se fait que par le choix 

d'un pourcentage de la puissance micro-onde pendant un temps. Les réacteurs monomodes 

sont aussi constitués d'un magnétron émetteur des micro-ondes, mais cette fois elles sont 

focalisées sur l'échantillon à irradier par l'intermédiaire d'un guide d'onde. Pour que le 

chauffage soit homogène, il est nécessaire que la hauteur de l'échantillon soit inférieure ou 

égale aux dimensions du guide d'onde (figure 2.5 b). De plus, ce type de réacteur permet de 

réguler la puissance et/ou la température selon les besoins. 

.." 

1 

a) b) 

Figure 2.5 Principe d'un réacteur micro-ondes, a) multi-mode (difJused microwaves), b) 
monomode (jocused microwaves). (Tirée et adaptée de: Camel, 2000.) 



CHAPITRE III 

MÉTHODES D'EXTRACTION ET DE RÉCUPÉRATION DES PHA 

La dernière étape de la production du PHB implique la séparation du polymère des cellules. 

Cette étape peut être réalisée à l'aide d'un solvant organique ou en milieu aqueux. Dans le 

processus aqueux, les parois des cellules sont rompues: rupture chimique, mécanique ou 

enzymatique (Maia et al., 2004). Le polymère est alors relâché, extrait et purifié. Les 

processus par rupture sont écologiquement durables, ceux qui utilisent la digestion chimique 

ou les méthodes de séparation mécaniques sont moins chers, mais produisent des dommages 

aux polymères suite à une réduction de leur poids moléculaire. Par exemple, l'extraction par 

solvants peut produire des poids de 1 000 000 daltons, tandis que les poids moléculaires 

typiques des PHA extraits par digestion chimique sont dans la gamme 600 000 daltons 

(Luzier, 1992). 

Les PHA ne sont solubles que dans peu de solvants, notamment dans les solvants halogénés. 

De plus, ils nécessitent de grandes quantités de solvant en raison de la forte viscosité des 

solutions résultantes. L'extraction par solvants s'avère donc être une technique 

consommatrice de grandes quantités de solvants toxiques et polluants (Ramsay et al., 1994; 

Lee, 1996). 

Afin de récupérer les PHA, avec des taux de rendement très élevés, un haut degré de pureté, 

et à des prix concurrents et en équilibre avec l'environnement, plusieurs techniques de 

purification ont été développées durant ces dernières années. Les plus importantes sont 

résumées ci-après. 
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3.1 Extraction par solvants 

Différentes techniques d'extraction par solvants ont été proposées dans la littérature : les 

ultrasons, l'agitation, l'extraction au Soxhlet, J'extraction par micro-ondes, le système ASE 

(Accelerated Solvant Extraction) et l'extraction par fluide supercritique (SFE). La 

récupération des PHA par cette technique nécessite l'usage de solvants organiques dont le 

chloroforme, le chlorure de méthylène, le carbonate de propylène (PC), le dichloro-I,2

éthane sont comptés parmi eux (Doi, 1990; Ramsay et al., 1994). 

3.1.1 Extraction par solvant sans chauffage 

L'extraction par solvant à basses températures ou extraction par solvant à froid est une 

technique qui permet la récupération des PHA pratiquement intacts (Hahn et al., 1995) avec 

une pureté aussi élevée que 99 % (Ghatnekar et al., 2001 et Ramsay et al., 1994). Pourtant, 

opérant à la température ambiante, il est nécessaire d'utiliser des quantités très grandes de 

solvants, souvent de chloroforme, ce qui n'est ni économique ni écologique (Anderson et 

Dawes, 1990). 

Par exemple, l'extraction du PHB stocké dans Escherichia coli recombinant (E.c) et dans 

Alcaligenes eutrophus (A.e) a été menée à 30 oC avec 50 volumes de CHC13 et ceci a 

nécessité 48 h pour extraire 98% du PHB (Hahn et al., 1995). En utilisant l'extraction 

continue dans un Soxhlet à 30 oC, 78 % du PHB dans Methylobacterium sp ont été récupérés 

après 15 heures et en utilisant 30 volumes de CHCh (Ghatnekar et al., 2001). 

Dans une autre application, le PHB a été extrait d'une biomasse lyophilisée d'Alcaligenes 

eutrophus contenant 50 % w/w. L'extraction était menée durant 12 heures à conditions 

ambiantes (T = 25 oC), avec agitation continue et 10 volumes de solvant. Ils ont été utilisés 

trois solvants différents, le chloroforme (CHCI3), le chlorure de méthylène (CH2Ch) et le 

dichloro-1,2-éthane (CH2CH2Ch). Dans ces conditions, le rendement de l'extraction a été 27 

% dans CHCI3 et 26 % dans CH2C1 2, et 0 % dans CH2CH2CI2• Le PHB récupéré avait une 

pureté d'au moins 95 % et un poids moléculaire de 1,2 x 106 glmol (Ramsay et al., 1994). 
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Afin d'accroître l'efficacité de l'extraction, différentes techniques ont été explorées dont le 

prétraitement à l'acétone pour dissoudre les résidus d'eau et de bactéries et favoriser 

l'extraction ultérieure (Berger, 1989; Hahn et al., 1995; Ramsay et al., 1994). 

Il Ya aussi d'autres techniques conçues pour maximiser ce taux de diffusion dont le broyage, 

l'agitation, la sonication et la centrifugation. Les flux de liquides à contre-courant contribuant 

à maximiser la concentration des composés, les températures élevées servant à maximiser les 

coefficients de diffusion et parfois des pressions très élevées sont aussi utilisés, pour rendre 

les liquides supercritiques afin de surmonter les limitations des coefficients de diffusion. 

3.1.2 Extraction par solvant avec chauffage 

L'extraction liquide-solide avec du chloroforme chaud a été largement utilisée pour 

l'isolation des PHA de la biomasse (Doi, 1990; Ramsay et al., 1994; ... ). Les températures 

élevées servent à maximiser les coefficients de diffusion et donc la vitesse et le rendement 

d'extraction. Bien que le chauffage facilite l'extraction des PHA, iJ peut aussi affaiblir le 

poids moléculaire du biopolymère, à des températures aussi basses que 40 oC (Ramsay et al., 

1994). 

En utilisant un extracteur SoxhJet, l'extraction est réalisée en continu, et de manière optimale, 

en recourant à des quantités nettement moindres de solvants (Omar et al., 2001; Ghatnekar et 

al., 2001), et/ou plus rapide (Doi ,1990; Ramsay et al., 1994). Ceci s'explique par le fait que 

le solvant qui arrive au contact du solide est toujours frais, ce qui joue sur le gradient de 

concentration à J'interface solide-liquide et permet de diminuer la résistance au transfert de 

masse. 

3.1.3 Extraction par solvant à hautes pressions 

Ces techniques permettent d'accroître l'efficacité de l'extraction. L'extraction au fluide 

supercritique (SFE), l'extraction accélérée aux solvants (ASE) ou l'extraction renforcée aux 

solvants (ESE) sont des méthodes relativement nouvelles. 
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Extraction par fluide supercritique (SFE) : L'extraction de solutés présents dans des matrices 

solides peut être réalisée par utilisation d'un fluide à l'état supercritique, principalement le 

dioxyde de carbone sous pression (100 - 4 x 104 kPa) et à température voisine de l'ambiante 

(30 - 60 OC). Lorsque la matière organique est exposée à un fluide supercritique, l'état 

gazeux pénétrera dans les cellules et s'y trouvera en équilibre avec son état liquide dans 

lequel les molécules vont se dissoudre. Le liquide étant également en équilibre avec l'état 

gazeux, la vapeur va entraîner hors de la cellule les molécules que l'on cherche à extraire. 

Ceci permet de contourner le problème de la barrière cellulaire que certains solvants ne 

peuvent franchir. Pour récupérer les composés organiques que l'on a cherché à extraire, il 

suffit de laisser le CO2 s'échapper sous forme de gaz en le ramenant dans des conditions de 

pression et de température plus classiques. 

L'extraction accélérée par solvant (ASE) ou l'extraction renforcée par solvant (ESE) utilisent 

des solvants conventionnels à des températures et des pressions élevées. La cinétique 

d'extraction augmente avec la température, le rôle de la pression est de maintenir le solvant à 

l'état liquide. Le principal avantage de l'ASE, outre sa rapidité et son automatisation, est sa 

faible consommation de solvant (Becue et Nguyen, 2005). 

3.1.4 Extraction assistée par micro-ondes 

Le survol des méthodes d'extraction, fait jusqu'ici, montre que, même s'il est possible 

d'obtenir des rendements raisonnables du produit, par les méthodes classiques d'extraction, 

celles-ci sont limitées par le choix du solvant et comporte des durées d'extraction parfois très 

longues et des pressions et/ou des températures élevées qui risquent de dégrader la structure 

des biopolymères. 

La technologie d'extraction assistée par micro-ondes (EAM), appelée MAE (microwave

assisted extraction) ou MAP, s'applique dans les mêmes secteurs que les méthodes 

classiques. Appliquée à l'extraction de produits naturels, cette technologie innovatrice et 

écologiquement rationnelle favorise le développement durable dans la bio-économie. 
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Le gradient thermique inversé « chauffage à cœur », caractéristique du chauffage par micro

ondes, est l'élément déterminant du succès de cette technologie. Le fait que la force motrice 

de l'extraction n'est pas contrôlée par la diffusion présente un intérêt particulier pour 

l'extraction en accélérant la diffusion du soluté puisque les composés peuvent être expulsés 

directement de la matrice, ce qui permet aussi une plus grande flexibilité au niveau du 

solvant. 

Contrairement à l'extraction par solvant conventionnelle, le chauffage très rapide de l'eau 

résiduelle qui est présente dans la biomasse entraîne une augmentation aussi rapide de la 

pression à l'intérieur des cellules de la matière et provoque ('éclatement des structures 

cellulaires par surpression interne. Cela mène à une inversion du gradient de température 

(figure 3.1) et à une amélioration du transfert de la masse sous l'effet de la pression des 

matières solubles à l'extérieur de la biomasse (Foragen, 2001). 

Lors de l'extraction assistée par micro-ondes, comme pour toute autre technique d'extraction, 

les taux de rendement reposent en la connaissance des paramètres influant sur la nature et la 

cinétique du transfert de masse du solide vers le solvant. Les paramètres les plus étudiés 

sont: le temps d'extraction, la température (ou la pression pour les systèmes à récipient 

fermé), la puissance de micro-onde (PMO), la nature du solvant et le volume (Camel, 2000). 

a) b) 

Figure 3.1 L'extraction par solvant. a) Extraction par solvant selon la méthode classique, ce 
procédé est contrôlé par la diffusion donc la force motrice de la séparation est la différence de 

concentrations (réelle et à l'équilibre, b) Extraction par solvant assistée par MO où J'inversion du 
gradient de température mène au « transfert de la masse sous l'effet de la pression ». 
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Le temps d'extraction: la durée de J'extraction est fonction de la puissance de micro-onde et 

doit toujours être optimisée. Le temps d'extraction optimum varie avec la nature du solvant. 

Des temps de séjour prolongés, cherchant à maximiser le taux de rendement, peuvent 

occasionner la dégradation des produits (Camel, 2000). Dans un système scellé, des longs 

temps d'irradiation entraînent l'incrément progressif de la pression ayant pour résultat une 

explosion (Gedye, 1991). 

La puissance de micro-onde et la température : les micro-ondes focalisées ou monomode 

(illustré à la figure 2.5 b), offrent la possibilité de contrôler la réaction en fonction de la 

température. Avec les micro-ondes multi-mode (figure 2.5 a), la puissance est variable selon 

la nécessité et délivrée de façon continue, donc en absence d'un système de réfrigération 

interne, la température évolue tout au long du processus. La température dépend 

principalement du solvant, de la matrice et de PMO• Sous les micro-ondes, la température du 

solvant n'est pas régie par le point d'ébullition (comme dans un chauffage conventionnel) 

mais plutôt par les propriétés diélectriques du milieu. Un solvant fortement absorbant de 

l'énergie des microondes tel que le méthanol (tano= 0,659) peut être facilement surchauffé 

quand il est irradié dans un réservoir scellé. 

Sous ces conditions, sa température peut dépasser 100 oc au-dessus de sa température 

d'ébullition. Pour les liquides ioniques, des sauts de température de l'ordre de 200 oC en 

quelques secondes, peuvent être observés (Kappe, 2004). 

La température affecte directement la cinétique du transfert de masse du sol ide vers le solvant 

donc l'efficacité de J'extraction. Cependant, l'utilisation de composés organiques 

inflammables peut poser des risques d'incendie. La température doit aussi tenir compte de la 

nature des solutés pour éviter leur dégradation lors de J'irradiation. 

La pression: la pression dépendra des propriétés physico-chimiques des produits, ainsi que 

du volume qu'ils occupent. À des pressions élevées, le solvant peut être chauffé au-dessus de 

son point d'ébullition normal, et éventuellement incrémenter la vitesse et l'efficacité 

d'extraction (CameJ, 2000). En absence d'un système de contrôle, les risques associés 

doivent être jugés. 
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Nature du solvant : la plupart du temps, l'absorption et donc le réchauffement sont 

proportionnels à la polarité du solvant (Camel, 2000). Les solvants peuvent être combinés 

afin d'atteindre les caractéristiques de solvatation et le chauffage par micro-ondes nécessaires. 

Le toluène est un solvant «transparent» aux micro-ondes (tan 8 = 0,040). Cependant, suite à 

l'ajout d'eau (1 % v/v), il a été possible d'extraire plusieurs composés à partir de sédiments 

marins dont HAP, BPC et pesticides organochlorés (Came l, 2000). 

Lors de l'extraction des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) à partir des sols 

contaminés, des rendements semblables à ceux obtenus avec du chlorure de méthylène ont 

été obtenus en utilisant un mélange acétone-hexane 1 : 1 (v/v) (Came l, 2000). 

Le volume: pour des réactions dans des flacons sellés, l'augmentation du volume du mélange 

de la réaction cause une augmentation de la pression, et éventuellement une explosion. Selon 

(Gedye, 1991) le volume du liquide ne doit pas dépasser 10 % du volume du tube réactionnel 

scellé, et ceci, à des puissances inférieures à 560 W. 

En général, l'EAM est effectuée avec le même solvant que celui utilisé pour l'extraction 

conventionnelle, mais pas toujours. Les herbicides sulfonylurées sont traditionnellement 

extraits à partir des sols en milieu aqueux alcalin. Pourtant, les meilleurs résultats par EAM 

ont été obtenus en utilisant le mélange dichlorométhane-méthanol (90 : 10 v/v) pour éviter 

ainsi la co-extraction des acides humiques et fulviques (Came l, 2000). 

L'EAM est bien adaptée à l'extraction des composites dans des matrices complexes, 

biologiques et environnementales. C'est pourquoi l'une des applications principales de 

l'extraction assistée par micro-ondes est sans doute l'analyse des échantillons 

environnementaux (boues, sédiments). 

Des phénols, des pesticides (organochlorés, organophosphoré, imidazolinones, sulfonylureas, 

triazines, hexaconazole), des polychlorobiphényles, des composés organométalliques 

(organotins, méthyle-mercure) et des hydrocarbures aromatiques polycycliques ont tous été 

extraits dans les matrices environnementales (Camel, 2000). 
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Environnement Canada a publié en 1996 la première méthode de référence visant les BPC 

dans l'huile faisant expressément appel à la technologie des micro-ondes. Dans sa forme 

actuelle, elle réduit les volumes de solvant utilisés (et donc les déchets produits) et l'énergie 

consommée d'environ 90 %. Par ailleurs, le temps d'extraction est considérablement 

raccourci, soit à peu près 30 minutes en tout pour 14 échantillons, contre 8 à 16 heures avec 

la méthode Soxhlet. Elle peut servir à la détermination de plus de 100 polluants dans 

diverses sources dont le sol, l'eau, les tissus et les animaux (Environnement Canada, 1998). 

Un exemple dans cette liste non exhaustive d'applications est le dosage des HAP, des 

hétéropolycycles aromatiques soufrés (HPAS) et des HAP nitrés présents dans les particules 

émises par la combustion du carburant Diesel. Leur analyse doit en être précédée par une 

extraction. Les composés recherchés sont recouvrés grâce àla méthode d'extraction aux 

micro-ondes au moyen d'un mélange 1 : 1 d'hexane et d'acétone pendant 20 min à 100 oC 

sous 500 W d'énergie des micro-ondes. D'après les résultats, l'extraction par les micro-ondes 

se compare à l'extraction classique dans un Soxhlet, pour ce qui concerne l'efficacité et la 

précision du dosage des HAP, des HPAS et des HAP nitrés présents dans les particules 

produites par le carburant Diesel. L'avantage de remplacer le Soxhlet par les micro-ondes est 

le gain extraordinaire de temps (environ 20 min contre 16 h) et J'économie de solvants (20 

mL par échantillon contre plus de 200 mL). 

En outre, les solvants (mélange d'hexane et d'acétone) utilisés pour l'extraction aux micro

ondes sont moins dangereux que le dichlorométhane normalement exigé pour l'extraction des 

HAP nitrés dans le Soxhlet classique (Environnement Canada, 2002). 

Cette technique est aussi très utilisée pour extraire des produits de la biomasse renouvelable. 

L'extraction des arômes par micro-ondes est une des innovations les plus récentes dans le 

domaine de l'extraction des produits naturels. L'extraction des arômes naturels, les 

fragrances, les colorants, les oléorésines d'épices, les extraits, botaniques et les 

phytochimiques et composés pharmaceutiques naturels, est tout à fait réalisable par l'EAM 

(Foragen, 2001). 
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Une approche, utilisant l'EAM appliquée à la bio-séparation, a été développée pour 

l'extraction de deux colorants, la purpurine et l'alizarine, à partir des racines de la Rubiaceae. 

Sous les conditions optimales, les rendements s'étendant de 84 à 94 % respectivement, avec 

une réduction du temps d'extraction (20 min contre 6 h) et de la consommation de solvant (20 

mL contre 100 mL), par rapport aux techniques conventionnelles (sonication et l'extraction 

par reflux) (Dabiri et al., 2005). 

L'EAM n'est pas uniquement un moyen de raccourcir les temps d'opération et/ou de réduire 

la consommation de solvants, dans bien de cas, elle permet aussi d'augmenter les taux de 

rendements (Chemat et al., 2005). Ces auteurs ont évalué l'effet des radiations micro ondes 

dans les cinétiques d'extraction de la carvone et du limonène de graines de carvi (Carum 

carvi L.). Le rendement a été de 19 g de carvone et 13,5 g de limonène par kg de graines de 

carvi après 60 minutes d'irradiation à 120 W. Des extractions conventionnelles, menées en 

parallèle, ne donnaient que 13,5 g de carvone et 12,6 g de limonène par kg de graines. 

Il Y a aussi l'extraction par micro-ondes sans solvant (SFME). La SFME (Solvent-free 

microwave extraction) est opérée dans des conditions atmosphériques sans ajouter de 

solvants organiques ou d'eau. Cette technique a servi à la récupération des huiles essentielles 

à partir de la matière végétale, fraîche ou sèche. Et elle consiste à extraire l'huile essentielle 

entraînée dans le mélange formé avec la vapeur d'eau propre au produit biologique traité 

(évaporation in situ) (Lucchesi et al., 2004). La SFME a été utilisée pour l'extraction des 

huiles essentielles à partir de Cuminum cyminum L.et de Zanthoxylum bungeanum Maxim. 

La biomasse sèche, sans aucun prétraitement, a été mélangée avec la poudre de carbonyle de 

fer (CIP), une matière inerte à l'huile et dont le pouvoir absorbant est supérieur à celui de 

l'eau. Le mélange a été irradié pendant 30 min à une puissance de 85 W (Wang et al., 2006). 

3.2 Méthodes de rupture de la membrane plasmique 

Les organismes unicellulaires (microorganismes) sont constitués d'une paroi cellulaire 

externe semi-perméable, solide et rigide, entourant la membrane protoplasmique 

(cytoplasmique) et le cytoplasme. Le cytoplasme est constitué d'acides nucléiques, protéines, 
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glucides, lipides, enzymes, ions inorganiques, vitamines, pigments, inclusions, et d'environ 

80 % d'eau. Pour isoler et extraire les produits intracellulaires, il est nécessaire de briser la 

paroi cellu laire et la membrane protoplasmique. 

Il existe différentes méthodes pour rompre les membranes cellulaires (lyse): les méthodes 

physiques (mécaniques), chimiques ou enzymatiques, selon les types de cellules. Les 

méthodes mécaniques sont plutôt dévolues aux cellules et aux tissus, les méthodes 

enzymatiques sont réservées aux bactéries, aux levures et aux virus afin de dissoudre des 

structures (capsides, membranes bactériennes... ) inaccessibles à la rupture mécanique 

(Bastard et al., 2002). 

3.2.1 Rupture mécanique (méthodes physiques pour la lyse de cellules) 

Il existe différentes méthodes de lyse cellulaire mécaniques dont, broyage, broyage à l'azote 

liquide, agitation rapide, sonication, choc osmotique, congélations décongélations 

successives, pressage et ultracentrifugation. Les fluides supercritiques, tel que le dioxyde de 

carbone, sont aussi utilisés pour rompre les membranes cellulaires et « libérer» les produits 

intracellulaires. 

Des homogénéisateurs à haute pression et des broyeurs à balles ont été utilisés pour libérer 

les substances intercellulaires telles que les protéines et les polyhydroxyalcanoates (Chisti et 

Moo-Young, ]986; Tamer et al., 1998b). 

La lyse mécanique, peut aussi être réalisée après une congélation-flash dans l'azote liquide, à 

l'aide d'un mortier-pilon (broyage à l'azote liquide) ou d'un broyeur type « Hybaid Ribolyser 

» ou « Mixer Mill MM300 » (Qiagen). Ce dernier fait subir à l'échantillon à la fois agitation 

et torsion à forte vitesse permettant la rupture des cellules, sous l'action de billes de 

céramique et de détergents. L'agitation rapide, avec particules de silice (pour les bactéries) et 

de céramique (pour les levures, champignons et algues), peut également conduire à une lyse 

efficace d'une grande variété de matériaux (Bastard et al., 2002). 
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La sonication est l'utilisation d'ultra-sons pour rompre les membranes des cellules. 

L'avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée d'extraction, 

d'augmenter le rendement en extrait et de permettre ou faciliter l'extraction de molécules 

thennosensibles. 

De nombreux travaux d'extraction assistée par ultrasons sont décrits, pour des cas récents 

comme l'extraction des graines de carvi par Chemat et al., (2004) ou de fenouil (Foeniculum 

vulgare), houblon (Humulus lupulus), consoude (Calendula officinale), menthe (Mentha 

piperita), etc. par Toma et al., (2001). Dans d'autres cas, un traitement ultrasonique lysera la 

plupart des bactéries gram-positives et gram-négatives libérant ainsi les matériel 

intracellulaire (Bastard et al., 2002). 

L'échantillon, finement divisé, est immergé dans un « bain à ultra-son» avec du solvant et il 

est soumis à des radiations dans le domaine de l'ultra-son. Les ultrasons de puissance 

appliqués dans les liquides produisent de nombreux effets intéressants qui reposent surtout 

sur le phénomène de formation de bulles de cavitation et induisent des effets mécaniques et 

chimiques. Le domaine d'applications des effets mécaniques se trouve à des basses 

fréquences, entre 20 - 40 kHz. À ce niveau les cavitations générées par les ultrasons, 

désorganisent Ja structure des parois cellulaires et produisent J'accélération de la diffusion au 

travers de membranes, la lyse des cellules et donc la libération de contenus cellulaires 

(Costes, 2004). 

Feliu et Villaverde (1994) ont utilisé la sonication pour provoquer la rupture des membranes 

cellulaires de J'E. coli recombinant et extraire du matériel intracellulaire. La sonication a été 

donnée à 100 W et 20 kHz, et la réussite a consisté en la façon dont l'expérience a été 

réalisée. Deux traitements consécutifs de 15 min chacun, avec séparation du lysat et 

adjonction de solvant frais (chlorofonne-SDS), ont été effectués. Chaque traitement a été 

réaJisé par étapes successives de 3 min de sonication suivi de 3 min de repos (pour éviter Je 

surchauffage des échantillons) jusqu'à compléter une période de 15 min. Cette approche a 

permis un rendement global de 90 %. L'application d'une seule étape de sonication de 15 

min, n'en permettait qu'un 70 %, même si le temps d'irradiation était prolongé. 
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Les fluides supercritiques peuvent détruire la structure du matériel biologique pour atteindre 

des substances d'inclusion telles que les PHA, afin de les isoler ou de les analyser. Le CO2 à 

l'état supercritique est mis en contant avec un aliquot de la suspension cellulaire. Sous les 

conditions d'opération le CO2 peut traverser la barrière cellulaire et pénétrer dans la cellule. 

Par conséquent, la cellule gonflera et éclatera, en relâchant ainsi le biopolymère. 

Les PHA peuvent être séparés des débris cellulaire a posteriori, par dilution dans un solvant 

organique approprié ou par la digestion in situ, chimique ou enzymatique, de ladite « matière 

cellulaire qui nIest pas du PHA » ou NPCM (non-PHA cel! material). 

L'avantage de la SFE est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant par simple 

compression détente. De plus les températures d'extraction son basses dans le cas de dioxyde 

de carbone et non agressives pour les PHA. À ces différents avantages s'ajoutent ceux de 

l'innocuité, d'inertie et d'ininflammabilité de CO2• Le frein du développement de cette 

technologie est le coût élevé des appareillages lié à l'application de pressions de plusieurs 

centaines de bars. 

L'ultracentrifugation, le broyage, la sonication et la lyse par fluides supercritiques ont été 

appliqués à l'extraction des PHA. Ces méthodes ont été complémentés par des méthodes 

chimiques. Des exemples en seront présentés dans la partie 3.3 « Méthodes combinées ». 

3.2.2 Digestion chimique 

Les principaux agents chimiques utilisés pour rompre les membranes cellulaires (lyse) sont: 

1) des oxydants, l'hypochlorite de sodium (NaOCI) et le peroxyde d'hydrogène (H20 2), 2) des 

bases: l'hydroxyde de sodium (NaOH), l'hydroxyde de potassium (KOH), l'hydroxyde 

d'ammonium (NH40H), 3) les acides, chlorhydrique (HCI) et sulfurique (H2S04), 4) des 

chélates: acide éthylène-diamine-tétraacétique (EDTA), 5) des agents tensio-actifs: le 

di(éthylhexyl)sulfosuccinate de sodium (AOT), le sodium dodécyl sulfate (SDS), l'éther de 

polyéthylèneglycol et d'octylphénol (Triton X-l 00) et le polyéthylène sorbitan monolaurate 

(Tween 20). Tous ces agents tensio-actifs ont montré leur capacité de digérer la NPCM 
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(Choi et Lee, 1998). Ils agissent en déstabilisant les édifices lipido-protéiques des 

enveloppes bactériennes et en sensibilisant les micro-organismes aux traitements lytiques. 

La digestion en utilisant de 1'hypochlorite de sodium a été proposée comme une alternative à 

l'extraction par solvant (Berger et al. 1989). Cette technique repose sur l'hydrophobicité des 

PHA et l'hydrophilicité de la NPCM. 

L'hypochlorite de sodium agit comme un solvant des acides gras contenus dans les parois 

membranaire des micro-organismes en les transformant en sels et glycérol. Cette réaction a 

pour conséquence de solubiliser les parois cellulaires et le contenu de la cellule est libéré. 

Le problème majeur reste la dégradation partielle du polymère, ayant jusqu'à 50 % de perte 

du poids moléculaire lors de la récupération du PHB contenu dans l'Alcaligenes eutrophus, 

(Harrison et al., 1991a; Hahn et al., 1995; Choi et Lee, 1998; Hejazi et al., 2003). 

fi est à noter que la dégradation produite par le traitement avec l'hypochlorite dépend l'hôte, 

ainsi que montré par Hahn et al. (1995). Dans ce travail, le PHB a été récupéré à partir de 

deux souches bactériennes différentes, Escherichia coli recombinant (Ec) et Alcaligenes 

eutrophus (A.e) avec NaCIO 3 % v/v. Et Il a été recouvré 93 % w/w du PHB contenu dans 

Ec et 86 % de celui accumulé dans A.e, avec des poids moléculaires de 1,5 x 106 et 0,6 x 106 

respectivement. Pourtant des poids moléculaire de 1,2 x 106 pour l'Alcaligenes et de 1,5 x 

106 pour l' E. coli étaient observés lorsque le PHS a été extrait avec du chloroforme à 30 oC. 

Donc, pour le PHB provenant de J'A. eutrophus, il yeu une perte du poids moléculaire de 50 

%, tandis qu'aucune dégradation n'a été observée pour le PHS obtenu d'E coli. 

La lyse alcaline permet en deuxième intention de lyser des bactéries résistantes par des 

protocoles utilisant la soude à basse molarité. 9) % du PHS accumulé dans l'E.Coli 

recombinant ont été isolés par la digestion dans une solution d'hydroxyde de sodium (0,2 M) 

durant une heure à 30 oC. La pureté du produit final restant satisfaisante (98,5 %), le poids 

moléculaire a été 710 000. Finalement, le NaOH, étant un réactif peu cher, son utilisation 

entraîne une réduction des coûts de production allant jusqu'à 75 % par rapport aux méthodes 

qui utilisent NaOCI- SDS (Choi et Lee, 1998). 
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Chen et al. (2001) proposent une méthode de digestion chimique combinant l'action d'un 

surfactant (bétaine) et d'un chélate, l'éthylène diamine tétraacétate (EDTA) pour déstructurer 

la membrane bactérienne des cellules l'Alcaligenes et extraire le PHB. L'EDTA affaiblit la 

membrane des bactéries gram-négatives pour permettre le passage de la bétaïne qui 

s'attaquera à la membrane cellulaire. C'est ainsi qu'après 10 min, il a été récupéré environ 

90 % de PHB, d'une pureté d'au moins 96 et sans affecter le poids moléculaire du 

biopolymère. 

Le palmitoyl-carnitine est un ester d'acide gras à longue chaîne de carnitine ((3S)-3

hexadecanoyloxy-4-trimethyJammonio-butanoate) qui existe sous forme naturelle mais qui 

peut également être synthétisé à partir de l'acide palmitique. Le palmitoyl-carnitine (1 mM) 

a été utilisé pour la rupture chimique des parois cellulaires de l'Alcaligenes eu/rophus et 

l'Alcaligenes la/us (Lee et al., 1993). La lyse de la biomasse a été complétée en 60 min à 30 

oC, avec un taux de récupération de 87 % pour l'Alcaligenes la/us et 72 % pour l'Alcaligenes 

eutrophus. 

3.2.3 Lyse enzymatique 

Dès lors que les enzymes lytiques sont capables de détruire la paroi des cellules des bactéries, 

la lyse ou digestion enzymatique a aussi été ciblée comme technique de récupération des 

biopolymères. Celles-ci permettent l'isolement efficace et précis des PHA accumulés dans 

l'Alcaligenes eutrophus, l'Alcaligenes la/us, l'Escherichia coli, et toute autre bactérie dont les 

parois cellulaires sont susceptibles d'être lysées par des enzymes lytiques. 

Des enzymes lytiques telles que le lysozyme ont été largement utilisées pour la lyse 

enzymatique de la paroi cellulaire des bactéries gram-positifs (G+). Pourtant, la plupart des 

bactéries productrices de PHA sont du type gram-négative (G-). 

La figure 3.2 illustre les principales structures bactériennes. Il est à noter qu'aucune bactérie 

ne contient toutes ces structures, mais la plupart en contiennent une majorité (Hurlbert, 

1996). 



57 

Clt\l'llJW Dt PI1B 
PUSNIlIlI 

ADN 
C1W'1.1US [)[ SOUTRlh 

GRAM NEGATIVE 

PEPTIDOGLYC,,,-"IE 

GHI\~I POSITIVE 

a) b) 

Figure 3.2 a) Les principales structures bactériennes, b) comparaison des enveloppes de bactéries 
gram négatives et gram positives. Les différences plus importantes sont l'épaisseur de la couche 

rigide de peptidoglycane et la présence d'une membrane externe chez les 0-. Les G- ont une 
couche de peptidoglycane très mince, de quelques molécules de large, alors qu'elle est très épaisse 

chez les G+. (Source: Hurlbert, 1996.) 

La membrane plasmique (MP) est fluide et en général très fragile et peut se rompre 

facilement en l'absence de paroi cellulaire. La paroi cellulaire, quant à elle, est l'ensemble de 

la structure qui définit la frontière du cytoplasme. Elle inclut la MP et une ou deux couches 

dans la plupart des procaryotes.Chez les cellules gram-négatives (G) la paroi cellulaire est 

constituée de trois couches, la MP et une seconde double couche lipidique appelée 

la membrane externe (ME) (figure 3.2 b). 

La présence de cette membrane externe dans l'enveloppe des bactéries gram-négatives 

fournie à ces microorganismes une résistance accrue à l'attaque enzymatique par des 

enzymes disponibles commercialement comme l'alcalase, la labiase, le lysozyme, 

l'achromopeptidase, mutanolysin, etc. (Sigma-Aldrich, 2006). L'utilisation de ces enzymes 

pour la lyse cellulaire des G" requiert alors d'un prétraitement de la biomasse avec de 

chélates, détergents, etc. (Andrews et Asenjo, 1987; Lee et al., 1993; Sigma-Aldrich, 2006). 

Les premiers traitements enzymatiques appliqués à la récupération des PHA avec des 

enzymes ont été brevetés dans les années 80. Ceux-ci étaient, des traitements combinés 

impliquant le lysozyme comme enzyme lytique conduisant à la libération des granules PHA

intracellulaire d'Alcaligenes eutrophus (Holmes, 1982) et l'utilisation, entre autres, de 
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l'alcalase, la neutrase et la lecitase pour la récupération de PHB et PHBV d'Alcaligenes 

eutrophus et le PHB du Methlobacterium organophilum (Holmes et Lim, 1989). D'autres 

auteurs ont aussi rapporté des applications du lysozyme comme enzyme lytique, combiné à 

d'autres agents chimiques (Harrison et al., 1991 a; Fidler et Dennis, 1992 et Lee et al., 1993). 

La biomasse de Pseudomonas putida a été lysée par étapes avec EDTA - lysozyme - SDS 

(de Koning et Witholt, 1997). Dans cette approche, l'EDTA, en tant que chélateur de cations 

divalents, inhibe les métalloprotéases, le lysozyme qui hydrolyse les liaisons osidiques du 

peptidoglycane constituant la paroi des bactéries et le SDS dissout les lipides. Dans un autre 

exemple, les bactéries ont été suspendues dans un tampon de lyse constitué de : Tris-HCI ; 

EDTA, lysozyme, Triton X-I 00. Ceci a permis de récupérer le PHB présent dans l'E. coli 

recombinant. L'efficacité de la lyse a été de 95 % (Fidler et Dennis, 1992). 

Il a été montré que les Pseudomonas fluorescent, peuvent être lysées par l'utilisation d'un 

traitement consécutif consistant en: 1) chauffage et agitation vigoureuse), 2) l'enzyme 

alcalase, 3) un surfactant (SDS) et 4) un chélate (EDTA). Le pourcentage de PHB dans le 

produit final a dépassé 95 % et plus de 98 % de la suspension bactérienne a été solubilisée. Il 

est toutefois à préciser que l'application des traitements séparément n'a donné que des 

pourcentages de solubilisation au-dessous de 25 % (de Koning et Witholt, 1997). 

L'utilisation des préparations lytiques enzymatiques issues des microorganismes pourrait 

contourner le problème de résistance à la lyse des 0- (Andrews et Asenjo, 1987). Selon ces 

auteurs, l'action lytique des enzymes d'origine microbienne est le résultat de l'activité 

simultanée de plusieurs enzymes. Ce cocktail permet de rompre la membrane externe chez 

les bactéries gram-négatives et d'atteindre la membrane plasmique, à l'intérieur de laquelle se 

trouvent les granules de PHB (Andrews et Asenjo, 1987; Harrison et al. 199/ b). 

Pour assurer une lyse efficace, il est essentiel de respecter les conditions optimales de pH, de 

température et de concentration de la préparation enzymatique (Andrews et Asenjo, 1987). 

Ces auteurs reportent de nombreuses enzymes lytiques de la paroi cellulaire d'origine 

microbienne, abrégé mCWLE (microbial Cell Wall Lytic Enzyme), étant potentiellement 

actives pour la lyse bactérienne des G- (voir tableau B-I de l'appendice B). 
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Les enzymes produites par Cytophaga, contiennent une activité protéase, glucanase ainsi que 

d'autres activités enzymatiques secondaires (Andrews et Asenjo, 1987). Cette préparation 

enzymatique a été utilisée pour la destruction de la membrane cellulaire de l'Alcaligenes 

eutrophus contenant environ 75 % de PHB. La lyse a été menée à 37,5 oC pendant 60 

minutes. Le dosage de protéines par méthode de Lowry, a montré que la lyse avait été 

accomplie, sans besoin de prétraitement ou d'autre agent lytique. Cette procédure, en tant 

que mode d'extraction douce, prévient une éventuelle détérioration du polymère, provoqué 

par le stress mécanique, thermique ou chimique (Harrison et al., 1991 b). 

La Microbispora sp, produit une enzyme lytique de la paroi cellulaire, capable de lyser la 

membrane externe des bactéries G- (Kshama et Ramachandriah, 2006). Leur croissance 

résulte d'une fermentation secondaire, c'est-à-dire, elle est placée pour leur multiplication 

dans le même milieu de culture qui avait servit à alimenter le Rhizobium meliloti pour la 

production intracellulaire de P(HB-co-3HV). Les cellules de R. meliloti ont été lysées par les 

enzymes lytiques provenant de Microbispora sp et 94 % du copolymère a été ainsi récupéré. 

Les bactéries peuvent aussi s'autolyser (figure 3.3) et donc libérer les granules de PHB y 

accumulés (Resch et al., 1998; Çetin et al., 2006). La lyse peut être induite par l'inhibition 

de la biosynthèse du peptidoglycane (PG) à l'aide de petites protéines de lyse. 

Figure 3.3 Micrographie électronique de l'expulsion des granules de PHS dès cellules d'E. coli 
recombinant par autolyse bactérienne. Le chauffage du milieu de culture favorise la formation 

d'un petit tunnel à travers l'enveloppe cellulaire et ainsi le relargage concomitant des granules de 
PHB intracellulaire. (Tirée et adaptée de : Resch et al., 1998.) 
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3.3 Méthodes combinées 

La plupart des travaux qui ont été reportés, combinaient l'extraction au CHCb avec la 

digestion chimique ou enzymatique. La combinaison de l'hypochlorite de sodium avec 

chloroforme a été utilisé par plusieurs auteurs (Hahn et al., 1995; Jan et al., 1995; Choi et 

Lee, 1997; Yu et al., 2001). Cette approche est moins « agressive» que l'exposition unique à 

l'hypochlorite et dans bien des cas, il est possible d'abaisser la demande en solvant. Elle peut 

également être effectuée à basse ou hautes températures ou en continu dans un extracteur 

Soxhlet (Ghatnekar et al., 2001). 

La digestion du PHB a aussi été achevée dans une suspensIOn de NaClü - CHCh. par 

agitation du mélange à 37 oC pendant 1 heure (Yu et al., 2001) ou en utilisant le CHCI3 et des 

agents coagulants à base d'aluminium ou à base de fer, ces derniers donnent au produit final 

une coloration rousse persistante (Ryu et al., 2000). 

L'action combinée surfactant-hypoch lorite a été amplement étud iée (Ramsay et al., 1990; 

Choi et Lee, 1997; Hahn et al., 1998; Dong et Sun, 2000). Les auteurs ont montré que la 

digestion dans NaClü et pré traitement avec surfactant, dans des conditions optimisées (pour 

chaque bactérie), permet d'obtenir du PHB acceptablement pur (96-98 %) avec une faible 

dégradation. Du PHB à partir d'un hôte d'Alcaligenes eutrophus a ainsi été obtenu avec 98 % 

de pureté et un poids moléculaire (Mw) entre 730 000 et 790 000 (Ramsay et al., 1990. Et 

dans une autre application, le 98 % du PHB contenu dans l'Azotobacter chroococcum, a été 

récupéré après prétraitement avec du SOS, suivie de J'exposition au NaClü (30 % v/v) 

pendant 3 min. Dans ces conditions, la pureté de PHA a atteint 96,5 %, sans dégradation du 

polymère (Dong et Sun, 2000). 

De nombreuses applications, s'en servant des procédures mécaniques - chimiques, ont aussi 

été proposées, dans le but de détruire la structure de la biomasse et d'y isoler le PHA (Chisti 

et Moo-Young, 1986; Harrison et al., 1991 a; Ling et al., 1997; Tamer et al., 1998a; 1998b). 
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Dans leur travail, Ling et al. (1997) décrivent une stratégie pour isoler PHS synthétisé par 

l'E. coli, permettant la récupération de 80 % du PHS avec 96,5 % de pureté. L'approche a 

consisté en l'utilisation de trois étapes d'homogénéisation-centrifugation et un traitement 

intermédiaire à de l'hypochlorite de sodium. Aussi à partir de l'E. coli, le PHBV a été isolé 

en suivant une extraction par « choc osmotique» en présence de Iysozyme/EDTA (Fidler et 

Dennis, 1992). 

Plus récemment, l'extraction du PHB accumulé dans Melhylobaclerium a été effectuée en 

présence d'un surfactant (SOS) dans un homogénéisateur hydraulique « APV - Gaulin» à 

400 kg cm'2 avec un rendement d'extraction de 98 % (Ghatnekar et al., 2001). 

Dans une autre approche, le PHS accumulé dans l'Alcaligenes lalus, a été relâché: en 

combinant un traitement chimique (SOS - NaCIO) avec l'homogénéisation haute pression ou 

avec le broyage en continu dans un broyeur à billes (Tamer et al., 1998b) ou par la digestion 

alcaline avec NaOH à 60 oC, complétée dans un broyeur à balles (Tamer et al., 1998a). Dans 

ce travail, ainsi que celui présenté par Chisti et Moo-Young (1986), il a été fait une revue 

approfondie de la littérature sur les méthodes développées en utilisant des systèmes 

mécaniques de bio-séparation. 

La SFE a été combinée avec l'extraction classique au chloroforme pour provoquer la lyse de 

cellules d'Alcaligenes eutrophus et dissoudre les granules de PHS de la suspension en 

résultante (Hejazi et al., 2003). La SFE a été effectuée avec du CO2/ méthanol à 2 x 104 kPa 

(T = 40 OC). Le méthanol joue le rôle de modificateur polaire du fluide supercritique (C02) 

ayant pour fonction d'améliorer la solubilité à travers les compartiments aqueux intra et 

extracellulaire. Avec cette stratégie le taux de récupération a été 89 % de PHS dont le poids 

moléculaire a été 760 000. 

La technologie supercritique peut être aussi utilisée sans recourir aux solvants chlorés. 

Khosravi-Darani et al. (2004) ont récupéré 82 % du PHS produit par A. eutrophus en 

exposant un aliquote de suspension cellulaire, mélangé avec une solution de 

NaOH/méthanol/toluène, au CO2supercritique pendant 45 min. 
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3.4 Méthodes de purification 

La dernière étape de l'obtention des PHA, consiste à les séparer des autres substances 

organiques, de sorte qu'ils puissent être purifiés. Après l'extraction par un solvant organique 

la phase de séparation du PHA est indissociable de la phase de contact car elle permet, le plus 

souvent par simple filtration, la séparation de la biomasse en épuisée du solvant en enrichi. 

Mais, généralement ce sont des solutions saturées et très visqueuses pour lesquelles, il est 

recommandé l'utilisation des filtres rotatifs sous pression. 

Nonobstant, la filtration peut uniquement être utilisée pour séparer le PHA dissous des 

résidus insolubles. Les PHA dans le filtrat peuvent être récupérés par leur précipitation 

sélective dans le méthanol, l'éthanol, 1'hexane ou l'éther diéthylique (Doi, 1990). 

En 2006, il a été breveté une technique d'extraction et récupération des PHA présents dans la 

biomasse cellulaire. La récupération du biopolymère se fait par l'injection du solvant enrichi 

en PHA dans un flux de vapeur afin de favoriser la précipitation complète du PHA dans l'eau 

tout en traitant le solvant évaporé; épuisement du solvant résiduel; séparation des particules 

purifiées de PHA de la suspension et séchage desdites particules (PHB lndustrial S.A., 2006). 

Lorsque l'extraction des PHA se fait en milieu aqueux, par la dégradation de la paroi 

bactérienne, impliquant les différentes méthodes de lyse cellulaire (mécaniques, chimiques 

ou enzymatiques), les granules sont lavés et purifiés par centrifugation. En commençant par 

un lavage intense des granules avec de ['eau, afin d'éliminer des résidus de tampon, des sels 

et d'autres matières cellulaires soluble dans la phase aqueuse. Puis, par l'ajout du méthanol 

ou l'éther diéthylique, il est possible de remuer d'autres matériaux (Doi, 1990). 

Pourtant, étant donné que la masse volumique du PHB est comprise entre 1,20 g cm-3 (de 

Koning et Witholt, 1997) et 1,66 g cm-3 (Pal et Paul, 2002), dans certains cas, la différence 

des masses volumiques par rapport à l'eau ne sera pas suffisante, en résultant une suspension 

très stable, difficile à séparer par centrifugation. Alors, il sera nécessaire de centrifuger à 

grande vitesse pour éviter de perdre le PHS durant l'étape de purification (de Koning et 

Witholt, 1997). 



CHAPITRE IV 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Les résultats de la présente étude ont donné lieu à la publication de deux articles qui seront 

présentés dans le chapitre « RÉSULTATS» (chapitre V), dans la section 5.1, l'article 1, « 

Use of headspace solid-phase microextraction for the quantijication of poly(3

hydroxybutyrate) in microbial cells » et dans la section 5.2, l'article 2, « Rapid microwave 

assisted esterijication methodfor the analysis ofpoly-3-hydroxybutyrate in Alcaligenes latus 

by gas chromatography ». La description détai liée des matériels et méthodes se retrouve 

dans ces articles. Dans cette section, ils ne sont présentés que les parties non incluses dans 

les publications. 

4.1 Produits chimiques et instrumentation 

Les produits chimiques utilisés dans ce projet, ne figurant pas dans les articles: 

Pour la lyse enzymatique, il a été utilisée une préparation enzymatique en poudre provenant 

de Rhizoctonia solani (kitalase), avec une activité lytique de ~ - (1-3 )-glucanase, de 

protéase, de pectinase et d'amylase, fournie par Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Le 

tampon phosphate salin (PBS) a été fourni par Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA), le Tris 

(trishydroxyméthylaminométhane) par Gibco BRL ultraPURE, Life Technologies Ine. 

(Gaithersburg, MD, USA) et l'acide chlorhydrique, grade environnemental, par Anachemia 

(Montreal, QC, Canada). Lors de l'extraction par solvant, outre le chloroforme et le 

méthanol, énoncés dans les articles 1 et 2 (voir sect. 5.1 et 5.2), il a été employé de l'hélium 

ultrahaute pure, fourni par Praxair Canada Inc. (Mississauga, ON, Canada). L'hydroxyde de 

sodium (pellets), pureté 99 %, a été fourni par Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). 
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Les appareils utilisés non décrits dans les articles sont exposés ci-dessous: 

Centrifugeuse: Centrifugeuse réfrigérée Beckman Allegra série X-12R (Beckman Coulter, 

Inc., Fullerton, CA, USA), plage de températures de- 10°C à + 40 oC, alimentation 220 

Volts, 50 Hz, rotor libre 4 x 750 mL ARIES SX4750A, vitesse maximale 3750 t!min (rpm), 

force centrifuge relative maximale (RCF Max) 3270 g-force. 

Agitateur: Agitateur Vortex (VWR International, Mississauga, ON, Canada) avec réglage de 

vitesse analogique, vitesse de rotation 0 - 990 rpm (IImin), alimentation 100 - 120 Volts, 

50/60 Hz et puissance 60 W. Balance analytique: Mettler Toledo XS204, (Mettler-Toledo, 

Inc., Columbus, OH, USA), capacité 220 g, précision 0,1 mg. 

Bain ultra-sons: Aquasonic 1500 (VWR International, Mississauga, ON, Canada) à balayage 

de fréquence de cavitation 38,5 - 40,5 kHz et puissance des ultrasons de 135 W. Chauffage 

jusqu'à 80 oC et temporisation de 0 à 99 minutes avec commande digitale. Alimentation 

électrique, 1171120 Volts, 50/60 Hz, puissance absorbée 350 W, dimension du panier 26 x 18 

x 10,5 cm, dimensions internes de la cuve: 30 x 23 x 15 cm, capacité 9 L. Appareil de 

mesure de l'intensité de cavitation à ultrasons (Cavitation meter) : modèle CM-3-J 00 (Alexy 

Associates, Inc. BetheJ, NY, USA), écran analogique (0-1000 Cavins). 

Le pH-mètre: modèle Accumet, AB 15, (Fisher Scientific, PA, USA) avec électrode de 

référence Ag/AgCI. Les solutions tampons utilisées pour calibrer le pH-mètre sont des 

solutions à pH 4, pH 7 et pH JO. 

4.2 Réactions de dérivatisation du PHB et méthodes de préparation des échantillons 

4.2. J Oérivatisation par méthanolyse acide et préparation des échantillons pour l'analyse GC 

La réaction de dérivatisation du PHB par méthanolyse acide en présence et en absence de 

chloroforme, par chauffage classique et activation par les micro-ondes, suivie de l'extraction 

liquide-liquide comme technique de préparation des échantillons est décrite dans l'article 1. 

La méthanolyse acide combinant l'activation par micro-ondes suivie d'une micro-extraction 

en phase solide en mode « headspace » (MO-HS/SPME) a été schématisée dans la fig. 4.1. 
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Figure 4.1 Schéma du protocole d'analyse des PHA dans la biomasse par MO-HS/SPME

GC/FID.
 

Afin de tracer la courbe d'étalonnage, divers poids de PHB (entre 0 et 20 mg) sont pesés 

directement dans des tubes Kimax 50 mL (150 x 20 mm). Les étalons de PHB commercial et 

les échantillons de PHB intracellulaire (environ 20 mg de biomasse lyophilisée) ont été 

mélangés avec 2 mL de méthanol acidifié (H2S04 10 % v/v) contenant 1g L- I d'acide 

benzoïque comme étalon interne. Les solutions ont été homogénéisées et exposées à un 

champ de micro-ondes (110 W) pendant 4 min. 

La solution résultante a été refroidie jusqu'à température ambiante. Ensuite 1mL de chaque 

solution a été transféré dans un flacon SPME de 20 mL (75,5 x 22,5 mm). La SPME est 

réalisée par un passeur automatique CombiPal avec une fibre 50-30 ~m 

Divinylbenzene/CarboxenlPolydimethylsiloxane. La séparation est faite par 

chromatographie en phase gazeuse avec une colonne capillaire DB- WAXetr (30 m x 0,25 

~m x 0,25 mm i.d.) couplée à un détecteur par ionisation à flamme (FID). Les conditions de 

la SPME et de l'analyse par GCIFID sont celles décrites dans l'article 1 (section 5.1). 
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4.2.2 Dérivatisation par hydrolyse et préparation des échantillons pour l'analyse HPLC 

Hydrolyse alcaline - HPLC/UY: la dépolymérisation du PHB par hydrolyse alcaline est 

menée selon le protocole proposé par Yu et al. (2005). Ceci consiste à ajouter 1 mL de 

NaOH 4 M à des échantillons de PHB et à chauffer les solutions pendant 4 h à 70 oC. Une 

fois la réaction terminée, les solutions ont été partiellement diluées en ajoutant 10 mL d'eau 

dé-ionisée (Milli_Quv), neutralisées et acidifiées à pH = 3 par l'adjonction de l'acide 

sulfurique dilué (5 N). Puis, elles ont été laissées au repos afin d'atteindre la température de 

la pièce pour jauger. Les analyses ont été effectuées par HPLC avec détection UV à 210 nm. 

Pour l'étude du PHB intracellulaire, les résidus insolubles de la biomasse ont été éliminés 

avant l'analyse pour ne pas endommager la colonne HPLC. Pour ce faire, les solutions ont 

été clarifiées à l'aide des unités de filtration Millex (25 mm) avec membrane en fluorure de 

polyvinylidène hydrophile (PYDF) HY 0,45 ~m (Millipore Corporation, Bedford, USA). 

Hydrolyse alcaline - HS/SPME - GC/FID : l'hydrolyse a été réalisée dans le flacon SPME 

(tel qu'il a été décrit pour l'hydrolyse acide dans l'article l, section 5.1). Une fois terminée 

la réaction, les solutions sont portées à la température ambiante et il a été ajouté, 

prudemment, 1 mL d'acide sulfurique dilué (5 N). Les solutions, homogénéisées et 

refroidies, sont transférées à l'échantillonneur automatique pour la SMPE et l'analyse par 

GC/FID, dans les mêmes conditions utilisées pour l'extraction de l'acide crotonique produit 

par 1'hydrolyse acide. 

Hydrolyse alcaline par activation micro-ondes - HS/SPME - GC/FID: environ 10 mg de PHB 

ont été mélangés avec 1 mL de NaOH 4 M dans des tubes Kimax 15 mL. La solution a été 

placée dans le four micro-onde et irradiée à 110 W pendant 4 min, tel qu'il a été illustré à la 

figure 4.1. 

Hydrolyse acide: le développement de la méthode impliquant l'hydrolyse acide et son 

couplage avec la SPME est exposé dans l'article 1. Lors des analyses par HPLC/UV 

l'hydrolyse et la préparation des échantillons ont été effectuées de la même façon que pour 

l'hydrolyse alcaline, décrite plus haut. Le pH a été ajusté avec du NaOH 4 M. 
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4.3 Techniques analytiques utilisées 

Chromatographie en phase gazeuse: La description détai liée des techniques analytiques 

utilisées, GC/MS, GC/FID, HS/SPME - GC/FID, se retrouve dans les articles 1 et 2 (voir 

sect. 5.1 et 5.2). 

Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) équipé d'un détecteur PDA : Les tests 

des produits issus de chaque réaction des hydrolyse acide et alcaline ont été réalisés par 

HPLC (Waters Chromatography, Milford, MA, USA) avec un appareil équipé d'un détecteur 

PDA (Photo Diode Array), modèle 2996, d'une pompe modèle 600 et d'un injecteur de type 

717+. La séparation a été effectuée à J'aide d'une colonne d'acide organique de marque 

Transgenomic (San Jose, CA, USA) de type Icsep rCE-ION-300 (300 mm x 7,8 mm d.i.). La 

HPLC était également équipé d'un détecteur d'indice de réfraction de type 2414 (Waters). 

La phase mobile était composée d'une solution 0,035 N d'acide sulfurique pH = 2 et circulait 

à un débit de 0,4 mL/min à 35 oC. Les tests ont été menés à une longueur d'onde de 210 nm. 

4.4 Techniques d'extraction et de récupération du PHB 

4.4.1 Extraction au chloroforme, méthode classique 

Le PHB a été isolé de la biomasse par une extraction solide-liquide, extraction au 

chloroforme « classique». Pour cela, 3 mL, 5 mL et 10 mL de solvant d'extraction sont 

ajoutés à environ 20 mg de biomasse (préalablement broyée dans un mortier) dans des tubes 

type Kimax 15 mL. Après 1 min d'agitation au Vortex, les échantillons sont portés à 50 oC, 

selon l'expérience, 5 ou 30 minutes, à l'aide d'un bloc chauffant. À la moitié et à la fin du 

temps fixé pour l'extraction, les solutions ont été agitées pendant une minute. Après leur 

refroidissement, elles ont été filtrées. Les échantillons laissés pendant 24 h et 48 h ont été 

maintenus à la température ambiante et ils ont été agités pendant une minute à 3 reprises, 

avant, au milieu et à la fin de l'extraction. Tous les essais ont été effectués en triplicata et le 

temps d'extraction et d'agitation ont été soigneusement contrôlés à l'aide d'une minuterie. 
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L'isolation et la purification du PHS a été effectuée en filtrant les solutions (filtration par 

gravité) avec du papier-filtre Whatman nO 1. Les tubes d'extraction et le résidu sur le papier 

ont été rincés à trois reprises avec 2 mL du chloroforme. Pour les solutions, les plus 

visqueuses, la filtration s'est avérée très lente et une partie du solvant s'évaporait avant de 

traverser le papier, deux autres millilitres de solvant ont y été ajoutés. Afin de déterminer la 

quantité de PHS récupéré, le solvant du filtrat a été évaporé sous jet d'hélium et resuspendu 

dans 2 mL de méthanol acidifié (H2S04 10 % v/v) contenant AB 8 g L- I et 2 mL de 

chloroforme pour l'analyse GC/FIO (tel que décrit dans les articles 1 et 2). 

4.4.2 Extraction au chloroforme assistée par sonication 

Environ 20 mg de biomasse ont été placés dans de tubes de verre Kimax de 15 mL et 

différents volumes de chloroforme (3 mL, 5 mL et 10 mL) ont été y ajoutés. L'ensemble est 

homogénéisé par agitation au Vortex durant 2 min. Les tubes sont placés dans le bain ultra

sons, au milieu de la cuve, dans un râtelier métallique (3 x 6) pour tubes à essai. Les 

échantillons ont été traités aux ultra-sons à balayage de fréquence de 38,5 à 40,5 kHz pendant 

un certain temps (entre 5 et 30 minutes), de façon continue ou par intermittences et avec 

contrôle automatique de la température à 50 oC. Lors de l'application des ultrasons, 

l'intensité de cavitation était entre 80 et 100 CAVINS. À la fin de la sonication, les 

suspensions ont été refroidies à la température de la pièce et ensuite filtrées pour éliminer les 

débris solides et recouvrer le PHS dissout dans le chloroforme. Le biopolymère est récupéré 

par filtration en suivant la procédure exposée plus haut. 

4.4.3 Extraction au chloroforme assistée par micro-ondes 

Les échantillons de PHB ont été extraits à partir d'un échantillon d'environ 20 mg de 

biomasse dans des tubes scellés Kimax 50 mL (150 x 20 mm), en utilisant 3 mL de 

chloroforme. Les échantillons sont homogénéisés au Vortex et exposés aux micro-ondes 

dans le four micro-ondes domestique (celui indiqué dans l'article 2). Les solutions (une à la 

fois) ont été irradiées pendant différents temps et à des puissances entre 110 à 440 W. Après 

chaque irradiation, la suspension résultante a été refroidie et filtrée. 
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4.4.4 Extraction du PHS par lyse enzymatique 

La lyse enzymatique fut effectuée avec de la kitalase, une préparation enzymatique produite 

par la bactérie Rhizoclonia solani. Le tapon de lyse, dont la concentration finale d'enzyme 

était de 0,48 g L-\ a été préparé en diluant 24 mg de kitalase dans 50 mL d'une une solution 

tampon de Tris/Hel pH 5,03. La mesure du pH a été réalisée à l'aide d'un pH-mètre. 

La masse cellulaire, environ 80 mg de biomasse lyophilisée, a été broyée dans un mortier et 

mélangée avec 1 mL de phosphate-buffer saline (PSS) pH = 7,4. Le mélange est 

vigoureusement agité (Vortex à 990 rpm) et puis centrifugé à température ambiante, pendant 

5 min à 3270 g. Cette opération a été répétée deux fois. Le surnageant a été prélevé et le 

culot bactérien a été resuspendu dans 1 mL de PSS et 5 mL du tampon de lyse constitué de 

0,48 g L- I de kitalase et 50 mM Tris/HCI. Les cellules ont été alors remises en suspension 

par agitation et les solutions ont été incubées dans lin bloc chauffant à 50 oC, après une heure 

de digestion, le lysat a été retiré et ensuite traité pour récupérer et purifier le biopolymère. 

Pour la séparation, purification et analyse du PHS après la lyse enzymatique, les solutions 

résultantes ont été agitées vigoureusement avec le Vortex et centrifugées à trois reprises, en 

ajoutant à chaque fois, 5 mL d'un solvant. En commençant par l'eau, le tout est centrifugé à 

3270 g pendant 15 min à 8 oC. La phase aqueuse contenant le lysat cellulaire et les sels 

dissouts a été éliminée. Puis, le culot a été lavé avec du méthanol (deux fois) pour éliminer, 

entre autres, des lipides qui y sont solubles. Le culot de centrifugation, n'étant pas stable, le 

surnageant était retiré délicatement avec une pipette Pasteur. Finalement le chloroforme a 

servi pour séparer le PHS du reste des cellules éventuellement non lysées et ainsi évaluer 

l'efficacité de la lyse lors de l'analyse par GC/FlD. Pour ce faire, 5 mL de chloroforme ont 

été ajoutés et le mélange a été agité par Vortex pendant 2 min. La suspension a été ensuite 

filtrée et les débris cellulaires insolubles retenus par le filtre, ainsi que les tubes, ont été rincés 

avec 2 mL de solvant. Le filtrat a été séché sous jet d'He. Le produit résultant a été 

resuspendu dans 2 mL de MeOH acidifié et 2 mL de CHCb pour la méthanolyse et l'analyse 

par GC/FID, comme décrit dans les articles 1 et 2. 



CHAPITRE V 

RÉSULTATS 

Les résultats obtenus dans le cadre de ce mémoire seront divisés en deux parties: 

Partie 1 : Développement des méthodes analytiques pour le dosage du PHB intracellulaire. 

Cette première partie est consacrée à la présentation des méthodes d'analyse de 

biopolymères, les techniques de dosage abordées comportent trois étapes: 

1.	 Dépolymérisation; par méthanolyse et par hydrolyse (acide et alcaline), en utilisant 

le chauffage classique ou sous irradiation micro-ondes. 

2.	 Préparation de l'échantillon: par extraction liquide-liquide et par micro-extraction en 

phase solide. 

3.	 Analyse: par chromatographie en phase gazeuse (GC/FID) et par chromatographie 

en phase liquide (HPLC/UV). 

L'objectif général de cette étude consiste à développer une méthode d'analyse du PHS dans 

la biomasse qui soit fiable, pratique d'utilisation dans divers contextes et écologique. 

Partie 2: Méthodes d'extraction du PHB intracellulaire. La deuxième partie est consacrée à 

l'étude de différentes techniques d'extraction du biopolymère accumulé dans l'Alcaligenes 

latus dont l'extraction par solvant classique et assistée par la sonication et par les micro

ondes et le relargage des granules par lyse enzymatique. 

L'objectif général de cette étude consiste à diminuer ou d'éliminer l'utilisation du 

chloroforme lors de l'extraction et la récupération du PHB. 



PREMIÈRE PARTIE 

DÉVELOPPEMENT DES MÉTHODES ANALYTIQUES POUR LE DOSAGE
 

DU PBH INTRACELULLAIRE
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5.1 Article 1.« Use ofheadspace so/id-phase microextractionfor the quantification of 
poly(3-hydroxybutyrate) in microbial cells » 

Ce travail a été fait sous l'encadrement de mon directeur, Dr Huu Van Tra, professeur du 

département de chimie de l'UQÀM et mon codirecteur, Dr Jalal Hawari chercheur principal 

et chef du groupe chimie analytique et environnementale à !'IRB-CNRC. Cet article est le 

résultat de mon travail et de celui de Dr Fanny Monteil-Rivera avec la collaboration de Dr 

Abdessalem Yezza, chercheurs dans le laboratoire de Dr Jalal Hawari. Ma contribution dans 

cet article concerne la participation à la conception du projet, la planification et réalisation 

des travaux expérimentaux, l'optimisation des méthodes d'analyse, développement des 

nouvelles applications et la rédaction des rapports servant à la rédaction finale des articles. 
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11le aimof thi. work, U1eCefore, was ID design ilnd optilllize a 
metllOd fortherapidquantitativec!eterminationofPHB in miero
bial œil. h31Vested froID fermentation pr:oœs~s. Two methods 
w~e imestigated that lI:e boUl based on the ur,." of sol id-phase 
llIicr~tractÎùn(SPME), aœcently developed solvert-free sam
pie preparation technique [12]. 'llie lirst methodCQllSisted in the 
metllanolysis of PHB in the abSèllCe of cWoroforlll followed 
by SPtvŒfGC with Bame ioniwtion detection (RD) analysis 
while the !'&ond m....thod oonsisted in the total conversion of 
PHB 10 erolDnÎ' aeid in concentrated suU'urie aeid followed by 
SP~Œ/GC-FID ooalysis. Accurlq', reprodlleibility, and pr 
cability of each method were estÎmated lII1d compared ID those 
obtained using the methanolysislCH CI) method as deseribed by 
Braunegg et al. [6). 

2. E~perimental 

2.1. Chemicals 

Poly[(R)-3-hydroxybutyrate] (PHB). (+/- )-3-hydroxybuty
rie acid (3-HB) (95%), melhyl (S)·3-hydroxybutyrate (Me-3
HB) (99%), rTQ1ZS-(;fotollie acid (r-CA) (98%), benzoie acid 'BA) 
(99.5%). and rrans-hex-2-enoic acid (I-HA) (99%) WeCé pur
chased from Sigma-Aldrich (Oakville. C311ada). Concentrated 
sulfuric acid (HzS04 , 95-98%) was purchased from Anachemia 
(Monu'eal, Canada). C1~loroform (CHClj. approximately 0.75% 
eUlillol as pceselvative/ceLtilied ACSI was from Fish.~r Qlem
id (Nepea1, Cnada), and methanol (CH30H, HPLC grade) 
fwm J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Deioniud wa~ was 
obtained with a Milli_QuV plus system (Millipore. Mis issauga, 
CŒlad.l). 

2.2. Productioll ofPHB-colllail/il/g biomafs 

PHB was produced by Alcaligel/&1 !.alus (ATCC 29714) using 
a slI"rose-rich me,ç!ium as carbon source. Five to 10 ml of fer
mentation brolh was œnll'ifuged und Ihc biomass wa.~ washed 
t\Vice with distilled water to remove residual culture medium. 
fcoren. and Iyophilize.d JXior to PHB analy;;is. 

2.3. PHB Irem/TImls 

2.3.1. Meritauoiysis in cJr/JJroform 
A ;;Iightly modified version of tilt' Illethod described by 

Braunegg et al. [6] was used ID analyu commercial PHB 01' 

bacleriaJ PHB still embOOded in the freeze-dcieJ œil mass (PHB
CM). Bliefly, PHB or PHB-CM (o-20mg) was added ID a 
mixture of 2mL lllethaJ-.:>1 acidified witll 10% sulfuric acid and 
,~<)ntaining oonzoic llCid (8 g L-1) as the internai standard iI1d 
2 mL cllioroform. 1he mixture, kept in 100mL Pyrex. test tube;; 
equipped with PTFE-lined screw caps. was heated tûr 3h at 
loo"C using a modulardry blockhelter. amples were vortexed 
f':>1" 2 min every hour during heating, then cook--d clown to room 
temperocure and Ireated with c\e.ionize.d wlf.er (1 mL). Finally, 
sampk, were agitated for 2 min and tlle organie ph,lSe was dried 
ovec sodium sulf.rte for subse..]Uent analys:.is by GC-FID. 

2.3.2. MelilaJlolysis wiliwUl cliJ.oroform 
PHBor PRB-CM (0--20 II1g) was added to 1 mLofmetl.anol 

acidified with 10% su1furic acid and conlaining bel120ic acid 
(l g L -1) as the intemal stlll1dard. Unless otherwise mentioned 
Ule mixtUle was heated for 3h at 100°C in 2O-mL ambe.r glass 
vials fil1ed with magnetic screw caps with f'fFE silicone septa 
(Varian. Mis.isslllga, Canada). Samples were. then cooled down 
10 room temperature bel'ore extraction of Me-3-HB by SP~Œ 

directly in the re<ction vial and sub~"'-IlI....nt analysis by GC-RD 
a. de.scrlbed below. 

2.3.3. Acid h)l1rolysis 
PHB or PHB-CM (0--10 mg) was added to J mL of an aqlle

ous solution of sulfuric !lCid (10. 50, 98%). Unless oth.erwise 
mentioned èach mixture was bent.ed for 4 h nt 70"C in 20-mL 
ambo: gla.~s vials liUed with magnetic . rewaps with PTFE 
silicone septa and brought down 10 room lemperarure. The vial 
was thenopenedto aUow slow additionof2mLofNaOH (4M), 
and SPME was ('OIiducted diro:'tly in the recapped reaction vial 
for subseque.rt analy.is by GC·RD as œscl'ibed below. 

2.4. Solid-phase micrue..rlraclÎon 

Me-3-HB and I-CA resullùlg from methanolysis or hydroly
sis of PHB were extracted from th... headspace of the methanol 
(1 mL) or the aqueous (3 mL) "amples. 1"- 1)êctively, by a 
fllsc"'d-siliea fi bel coate.:! widl the sorbent phase of inter
eSt (Supelco, Bellefonle. PA, USA) under >-talÎc conditions. 
Five Jifferent fibers weœ tested for their ability lù exU oct 
Me-3-HB and l-CA: a Stabl.... Flex (23-Grnlge) 70I'.ID ClI
bowaxldiviro-lbenze.ne (CWIDVB); a Stable Flex (2J.Gauge) 
6S fLm potydiOlethylsiioxaneJdivinylbenzene (PDMS/DVB); a 
Stable Flcx (23-Gauge) 85 iJ.Dl CarboxenlpolydimdhylsiJoxane 
(CARJPDMS); a St.1bleFlex (23-Gauge.j 50-30 tJ-.mdivinyllx-.n
ZK.flt'JCarboxen/polydimethylsiloxane (DVBICARJPDMS); and 
a (24-Gauge) 85 l'.m polyacrylate (PA) tha! was lIsed manually 
only. The live. fibers were condilloned in Il GC i~IDr pott prior 
to use.. according to the manufacluCCJ"'s recommt'ndatiolls. 

Optimiz.1tion (described in moredclails in Se.."iion 3) and val· 
idation of the method were done using li CombiPal aUlosaroplel' 
(crc Analytics. Zwingen. Switzerland) equipped wilh sam
pie trays. a teruperature<ontrolled agitaIDr tray, and a liber 
=nditionmg station. AU movements of tlle SPME fiber indud
ing preconditioning, aili'Olption, and desorption Wêl'e pt:ecisely 
controlled by li Cycle Composer software WiUl Ma::1'0 F.di· 
toi version 1.5.3, Firmware 2.4.0. 111e magnetic displaceme.nt 
of vials in the Combipal auIDsamplet iwplied using 20-mL 
(75.5 mm" 22.5 mm) aruber glass vials sealed with magnetic 
crimp e4'S with 1.3 mm P1FE..-:oat.ed silicone sepla (VlIian). 

2.5. AnatyricalleL'1rniques 

2.5.1. Gas cll-lwn.tl1Ograpily 
Bath M~-3-HB and I-C.ol-, were analyzed using a Hewleti

Packard ffil 6890 gas chromatograph ....qllipped with a HD 
~ystem. 
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Salllllc.~ ctcsorhed l'rom Ihe SPM5 libers were inj~[ed 

III tht' ~plilks, IlI\Jdc ull Il DB-WAXelr c:\pillary Wlllll n 
,3(, m '.~. 1lll1\ 1.D.. U.2. ",lU) trom i\l!)km J&W :'it:lclllille 

,Wilmlllgl ,DE. 1iS 1. Tl • ulj.:c1 JI' t<;:IJI~rOlllre \Vas kt:pl ,1 

.11' C 111<: Gl \,eu t<;:l1\perlilUre "'as held.ll ' ) 'C t'llr lUlU!, 
l' Illpoxll 16\ CIl' te ,)1 'II C IllUl- t _li Id 101' ~ min, n 
llllUpcd 10 2. LI C lllcl Il.\" -1 Ulm) lU 3:> 0 'mm 1 Helium ""." 

ilS<; l, s rhe l~urrl l' gus ,II " lInw wtc of mL mm-1 The f1amt' 
IlIlli7.tli(J1l deleclt1r INàs mailliained ~ll l:>iJ c. 

('hlorülurm S<llnples Il I-'-L) w('re II1jecled in th(' -plil 13: 1) 
m"J<' \In " ,'af illury ""IUllll1 SPB-I 1:> m 1.5.' Ulm 1D., 
Il.15'.Lm 1 frum Agilenl J<'<: \V S 'i~mi lie. The l!1'l:.:1 l' 'Uld detee
101' lel1\p 'ralllr,'s W 'l''' S," :Il 2fi:> and ,,7' oc. rC"'1X'Clivdy. The 
o\'cn 1(,lI1flcrururc \Vas Scl 31 Sil C for :' min. Ihen lI1erCilse 1 al 

H rHW ur:;, i Je I.uin 1 urllil ÙIC mUximUll1 lcmperalllre, 27 0e. 

"'as n:'lIclied nuu IllU inlained l'or g miu. 

_.5.•. Glü '/iNIIIl/IO"rupli. nulS.' ~Pl' 'Iroll/l'ln> 
IJ)'prodllt:l~ g.:neraled dunng trc~ilmclH of PH Il undc var

iUliS e,mdit',iIls wC(e idclIlilied by Ge MS lIsiJlg un !\g,ilclll 
lJ '>Ill !!as c1u-ulllalugraph wuplcd lu {l .n3 quüdmpolc mass 
sileelrumekl' wilh -le 'lI' n imp"..:( (70e\l iUlliUlli III cnel'gy . 

l'Ill rulonll 'XlnlC1S lllU were injc,cled in Ille splilless mode 
U Il 511 III [).2n1[I1, ( .331l-m Hf'-:)M' capillùf)' C luum (Agl

leUl Technologi' . Wilminglon, DE. [ A). The c.olumJl was 
hcall:d al 511"( 1 l' 3 mi lhen raislXl 10 25i "C al " nll' ,f' 

l' 1 r mlll l, and kepr 1 Ihis temperalure for 12 mUl, II ' lUITl 
Was li 'nI ,1.,> carrit'r gag RI ,m average vducit) ul' 28 cn s l, Till' 

inje(llll·lellifx·ftIlUr" was scl al 5 l' , and the uetcclor imerrace 
was mailliaill<:d al <'X) C. Daia", Telulleclcd Itllhe scan mode 
bel ween -1) :ml! SI' 1ailiU 

J. Rcsulls >lnd discussion 

Differenl pn lu ls nlilY resul! l'rom Ihe. dc['oIYnleri.z lion l1l 
PIIH dqwndJnl! 011 lie IrcallUcru Ihal is applied 10 disrupl the 

polYlller 

.1.1. l'mdu 1 dil'/ri/mliull l'IJUIl "pp!inll;'JTI afl·nriolli· 
"i.~,'\'liolllr/'''III/I'II/.''lucOllllllcr"';ul PHB 

.<'1.1. l14t'II/I/IIO/v 'is ill dllorofonll 
'l'lie merllod lir~, de\"l pcd br Hr;\ulIcg!!. ct al. 161 was uscd 

,1S Il rt'fal'llCt: Illelh dl l' tlie anlllysis of CO UlJlIl:rciul PH B. Oif
fc l't'Il1~mollnLs "f OlJJm -Trial PHIl wcr - tICaled with acidificd 
Ill" 1[[}n.,1 llnd l:hlor ,form nI' <h al iI)()c('. GC-FID anal 'sis 

,,1' th" resulling cliloroform pit SC' sil '\l'ccl M j·Hli ::md Olcthyl 
h,:tW"11 - iMe·B. illiemai 'land,lrd) a" [lie lly prOdllel$ 1( bl: 
lkl<.'Ch::d, 

.1.1.2. Mrllirll/ol ,.;, Wil!Jvlll dl1 n 10rlll 
1I1l' • l'hlorolonn is klluwn Il) faeililalc the meùlanoly"s (lÎ 

PH H oy hdpin~ Ihe p<1lym '1' lU uissolve, il was Ilcces:illJ'Y ,,, 

III ., c nlirm Ihe \ lIrrcnœ QI mClhullolYSIS in lhe absenc' (II 
chl(Jf'()f mll. VunlJtJs .1I1l UIII of PHB were uealt;d wilh ucidi
Ilcd III tllunulHI 1 l' 101' 3Il and Il'atcr and chlorof nn wat 
n J cd ( POÇI rion' , 1 [ 110\'\' pliase sepllrntion, Thc hlorùf 'rm 
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foi\:. 1. (j ,:hrOrtlal 'mrhl\.' J(OIC'mUIJ.11I U o( Mi."-j~HI ,JI .... \'('u HI ..:hltlhl 

(ürm alLer n~lll.ln(·l)' I~ QI PHO Hi lhe r cn~c..n.d h:",:.'ncC' (lt ~hlll .l"ml 

phase wos u":1lyzc:l by liC-HIJ und r ::-'lIh' wcr . e"mlw' 1" 

Ùl, 'C obr,1ined wlie" 1I11rodllein!; chi l' rorllJ .11 llie '~lIl1lillg 

uf lIlelhalloly'is (Fig. 1) Responsc ur Mc·J·I JUin rhl' l'III,,· 
r' l'ln uddcd III Ihe end ul th l' 'Hction was cl > 10 Ihe n' 
UblUU1t:d u.sing Brùullcgg's meÙtod, ÙIlI, e '''11nulilg thl' reacl il'
11)' of l'HA wilil nJclhnnol 'vcn in the ohs nec 01 chlomform, 
Highcsi yielels fur Ihe mClh, Il Iysis t' PHH Willll)UI rit- l ,n Il

lion ()j' bypro luets wcr" oblalllcct alÎc.r ,'h hCillln~ ,lt 11~J .C. 1\11 
lürlher nwù.liUll.lysis expt:Itnlenl, Wt're lbus 'undll 1.:'; ut 11 l 'C 

fllr .' h. 

3.1.3. A 'Id 1IY"1'0/w;ls 
A diffcrcnl way oÎ ull.alY'ling Pi III wilhoUI usill~ dliorinatcd 

oS lh'nl W,lS 10 lukc advàllla~c 01 ils "bilIlY 1 hyur ,lyœ lin 1er 

oelli oralkalinccolloni ns Il ~ 1. f\S r"puncd 1lI1Iil'lir' lur'l' '1. 
wc 'onlirmed 11i31 hl' J IY~ls 01 PHB using -1 M NaOl1 [II 711 'C 
ga"e Ù1C IWO m 'Homeric produ ls, J-liydroxyblll)'l'Ic Hlid 13

Hl:ll {lnd crolollic oeid le. 1. \Vliile 1 le lntler eUlild t", "':lel'lel 
boUt bl' GC-FIL> or I-lPLC-L " 3·Hu was nol vul:llilc enuligii 
to be delected h.\" fiC Wc, lherelorc, ,"'clde 1tu hydnll)''le PHB 
IInJer "cid c ldiliolls. )el'eral conccnlr31i Ils of Il:So.. \l'cr,: 
invl"sllgfllcd l(,)gclhcr wlIll variolls lCHll'('rlllUrl'~ Ising c,: IIlel'll'" 

Imled II~SOt 0 7(,he for ,Hl kd l" cumplett: Jlgcsll\l1l ur l'llIJ 
wilh CA b"ing Ihe l'nly prodlicl ùbscr\'<:d Th.:" l'l'limai wn li
lill) \Ven: Ult' on· . se"":I"'O lor ail s\lhscquel'll "cid h '.Ir l)'lils 
exp 'l'imCnls. 

~onüil1Uns sel<:- 'wd f l'lh epoIYlll<:-ri'l.:uillll 01 PHfl allU Ill" 
l'ulling lI' iucls are prcsclllt:d in Fig ~, 

J.2. Uplllm~u(ian ufSPMEiGe rll/I/'.\,i 

.1.2.1. MI'-.I·ffB ;lIl11l'/h'l/Iol 
{eaetion mc:dio resulting l'rom rh' 1lIe1l1allolysis 01 t:lllllllll:r 

cial PHfj ln Ihe nhscn e 11 hlt,r, 'onn 10 2'11llg, PHU. 1 Ill! 

McOl-l, lO'lI1~SO~. 1g. L 1 flA. 1 'Il C. 3 hl w"rcliS Idm:clly 
IC 'ililllizc PME par. Illet"n; Am Il.' Ihe II\'C libers le 'led 

or ileir ubi1uy lu e.XlraCI Mc-.\·HI:l trolll Ihe Illclhanolic s"lu
!ion. rwo sluri nar) plllls . DVli/Ci\R/PDM - ,m<1 CWf[ H. 
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MeOHfCHCI)H' ~ fH, 
3h, 1000C H,CO"",C'C ...CH'OH 

H, 

Me-3-HB 

Me-3-HB 

PHB o 

H2S04 98 % ~..-::~ 
HO"'" 'c'" 'CH,

4h,700C H 

app,-",rNI to be lil" Il,,.1 SCJlsilJV" (Fi~. 3 , The former WIlS 

se 01Cd t ,r ,ubS0quell nJelh ct d,,"el 11Il"'"\. A ditî nos, Il 
wa~ Ilol in""sl ignled ln II lis Ilvn-a lUl'ou~ medium, The liber W,IS 
c<poscd lu the il"'.l spal:e ullder S[:llle ,undill ,ilS al ~O C nd 
prelllrubulivn, t:.Xlra'lI n, and d 'orption limes wert" "'lficd in 
oruer III ddcflIline III I~illl.d c rltliIIOru; (hl!!.. lllcmlsing 
rh' premcuballon l'IIle ahove )lIUUI1 dld nOl hu.ng· signiti
eunll ' Ih" r""'l l'- \Jf Me-3-1-IfJ cl M'-Il. Snnilarly, vn.yin..' 
th~ cl "llrpIJCI1tim" bdwccn 1 und 1111n did 1101 ù1fect sigl1ilî
"'ln Iy Ih,' r<;."pon;,' of M,,·)-HB Ilet M.,.U. l'r 'incubai ion 1I.od 
desorplton tim"s wcre tilus lixt>J 'U 15 and 5 D'lilL rcspcetivdy, 
in lite relJlulItlll[!. lOxpcrilllellls lndeed 15 Il in wrloS 'e1eclcd for 
'h~ preillcuh,:lIion lime lu fllI"w (~lIIrCnllure II' reach equilib
nLlIll iJl CflSC sampk.s Wl're nul cumplctd ' cooled oo"-n before 
Ih" ..LIlaly~is. I3lunk C 111mb uniirlll~,1 Ihal ::- uùn cJ' orrlil'n 
wus sulnci<:nl t pl'CVéIll 11' calT)'vver. li.XlruetJon time pro
hl<.-... 1Fil:" .te) showcct Ihol /IIk-3-1 B ilncl 1<: intcrnal '13ndard, 
~Ie-I:l. behave.\ diUt"rcl1Ily loWarJs Ihe liber, \l'Llh Ihe fonllcr 
ci,ls{lrhil1l,!. fa 1er ru illllSlnîk 1 'Y Ihe deCI'\'d.,in~ mIio f ur<: IS. 
:',[nr<:" stab!<- ralio ur ar~;ls . C{Wèl'n [hl' WWIYl<: und Ihe illter
nal slandm'd i u pn::rl:qllisi[ . l r valid 4u3nlilÎC<lIÜlll>, <:xlraeli r 
lillle.~ ur _0 min wt:rc • pplkd in ail subsequent wurk. 

1 r 

I-CA cOCA 

J,2.2, /. 'il 11/ 0/1 "mf/lIed HzSV" 
'>PME paramelél. \V 're piil1lLl' lusillè th" r"aell III l1ledlO 

r '<UIIIng f [Il Ihe hydrol}' 'is or COI1lIIl"r<:ial PHU ill <: lIl<:t"n
uatoo H~S04 1 2 Ill!:\ PHB, 1 ulL 'Jll H~So.l, 711 C, .t h. 
n"ulruli7alion wilh 2mL fNa011 (~Nll. Amollg 111<: rive lihc,." 
léSI"d laI' IheJr ilbil'I} tu "XI .Icl t·CA trolll Ihenô .,0111
lion Ihr" 1.. li llorypha-cS,DVO/', R/"I MS,CW/ VD,<.lI1d 
P[)M IDVll apI> f"cl 10 gJve. lilc 11Ig,h ';;1 r"-;;p,,ns<:s Il'ïg..'). 
Fibcr OVIJI 'AR/l'OMS wus aiS<! dCCl<:U 'or '11i'>scllll<:nl 
mcth d(,,'V 'I-pmenr. The medium re.<lIlling tH 111 partial l1él'
(f"ii:tàlion 01' II,SO~ with • aOH CùlllClll1"d 1.. 3 M /,\", '0,. 
(UN g LI) :0 ,ilal no ndd'II nul sull was lnl roduc~ i~ Ilw 
'PMJ::viol. 

Tht' nb,:r wns <:x lsed 10 th<: h"adspac<': llndcr SI"IIC '<;n· 
diti(ll~~ tll 5' und prdnl'uball 1. eXlrndion, 'Uld de.'"rpllon 
lim . wcre voricd in urder lU uc[crrlll1\' Ihe 0lllim.1 SP.\1 .; , m· 
ilitions IFig, . l, Incr"asUlg lh<: preincubalion lime noov{' 5 n .n 
JiJ n 1 mlpro"" slgnirîcullily the r,,"'pur s' ul I-l'A. SlmilHrl .. 
varyiu~ Ihe dcsorplion lim' betwccn 3 ond min did not nlleel 
Ille respûnre uf I-C.II,. Pn:ul<:lli:><Jli n anJ dL' rplion l'IlIl'S wt'r, 
Ihll.~ tixed ul \11 and 3min. r~src livcl~', 1Il1hc lollowi!lg expl:n· 
me,us.l\g,ain u Ilng,cr prcill('uh:i1lon 1i,"e \Va, seleeI":" l "tlsli rc 
It'II Ipcr:ll ure e'1uilihl'llliIl. !Jlank l'ulllrols d<:llIullSlrnIC'J LJIt: l'.xi~

lcne.: 1 f· '1lI1111 ,:an)'u" -1' 1-2' « 1 ;hal was 1"" Ily r"lflll\'~d 

by mir Ilicing a bnkeoUI slep uf .' Ulln al ..5u 'l' l'Clwecn "adJ 
llleaSllr"ment. E.XII1\·'IIl!n Hm' prorilcs I-il!.' 5Ci shuwu:1 tlla! 
apprlxlll1:lIcly 411 111 in "'cre neces~ury 1 reuch Ihe "'1uilibriLlI11 
ofl-l'A "Xlnll:Iion. Ml:lhyllxnzo.~l"coutd not ht'used as 11l\t'l1lal 
standard etu~ lO liS r, cilily 10 hyclroly7" III aCld media, Anllilier 
COI "I IUlld, tTllm-licx-2'<:lluic "l'Id (I-I-IA . \l"L~ [csted as lIt1l~r· 

nal sl:Uldard l';';c<! un ir.s cilemic,d rcscllIblance wilh I-CA but 
the lIIuch longer lilnè r"'1U1rt'J to rt:,\dlth <.:xrraclion e'1uilil'>
riual ruJcd vul il$ USé for '1l1aHlilîcation. Analvs<:s \Vere Ihll,; 
pcr 'eruw1 wilh\Jul inl"mal ~tu.nd(lr(L J\lthuu~ 1 1il" I-CA lc~lrCle
liun equilihrium WClS f<:lil'hed • fler .tO min <l.~lmCli,," Illn~s "f 
1Umin were. cie lcd lOt"osurca sulndenI .UlSWer wllile kCèplng 
r0"Sùnahle lhe durnlion of [lnnly 'i", 

" l' W Ùlwhik II Ung Ihal l!1 nll <.:xperUllents when: - \ 

was formetl. lht" /X'.k 01 ['111/\ -CA [-CA was 1rcccd<:d by a 
slllalkr p "1k (h.'1 W s id 'Iuifi,,'d li;; '; -CA Ir·l'A) hy GC-NI , 
and Ihal r<.:presen' '1 al prllxilllaidy )% 01 th" "11111 "f Urt:<L> tOI' 
/- and c-e."'., Since ('-CA Wa~ not l'uullll<:rci:llly avuilàhll:. 
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0' PHS' 17.3 mg ml' 
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P'o·.rJ,un· ~'l ulb:'·.r rJr.ll'ncl('~ .tr"C'. ill~.h"':Jh:d wulùh C"l':"" llaure), cmlr "'.lm 
fCf'n.·~111 tl'" SI.llhl.U"~1 Je\ mUon ot lrirbcalc \"·~'pcnnlellf.s 111- .fI. 

qll al li ill<:al iun,> vI PI III was po::rrunncd llsinl,; Ihe I-CA peak Ù1Ùy. 

lûkin:, d\'ûnlag,' 01 Ihe f.~ef that h" pl' porllon 0 (-CA relalÎ"e 
1u I·[:i\ reuluine« l'Oll tant in aH l'xpcri menL.,. 

.1..1. .'I.pplù;lI/lrJl/ o/SPMEICr 10 liEe IIlllllysis of PliB: 
Il/tl/lU.I perfurl/lIlnco 

Mc,th pCrltillu:mce' of I.he rwu sequenl'es 1mCùl< nolysis/ 
SPM (-,)Ge·F1D and Il 'dr,,1 ·isISPMElGC·r:ID) wcre evalumt:d 

5>10'
 
(Al
 

4x 0" 
+-e--e-·e-e-e ·e « 

~ .,0'
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~--......o ;;PHS 2. 7 m9 ml10xl0 
t·HA2.S, m' ~ 1-11.0, i oe 
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PfP.iOCll ~rlt1n Iln'W' 30 mm 0 
10'e o ptlQn tlm 8 truy i 

I.H~:CA /0 0 '" e'" 6 la'	 ~ '" 
'" e--..o
'" 
Q)	 04 -.;; 
a. 40:xl0· '" /----	
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I "_e-e· 
2 o. 10' .-e- t.CA 1° ~ /e "--e 

00 a a la 20 10 40 :;0 00 

Fil)' 5. EH.:,,·( ni lA '1'(CllI..:ul·.IU(IIllJlIl"·. (U) JI!Mlqlilwo IlHto;', .IIIJ (r J "·,'1I.1.1\.1J"II 

ume Lm the re p(m~ 01 1- ," .1011 (l.elll ",<UUI'(' jS 'l. 1-.«1,,::r Ilar.uocl<:f8 .m:: 

tn1h~,JICd wiltuil c.lo:'"h Il''urt:) hTf'r~."lf"; rcrn.....""·Ollhc ~.UlJ;}ftJ t.lc\'I.Jllnn ln _ \1 

USlII!;\ CHUIIICrc'ial PHB al " eon<:enln.li HI elo~~ lu Ihe 'ne 
lIsed in the rekrcnce 1lJ"lhoJ. ü. t't;:w lI1ilhgralll' of PIW 
pcr millililer "f solution. In orcier ro dcrcrllline the low "ST 

"Illounts of PHB dCIIX.'I,tblc. uille sl,muarJ, wcre alsu pre· 
par ct bl' dilution of i1w merhanolp.<:d ,'r hydrolyzcd soluli.:ms. 
Ali standards were ullnl)'z~ in Iriplicme llsing Me·B as illt<:l'
nal standard l' r Mc-3·[j[l and wiliwlIt !nI t'mal standard l'ur 
I·CA. The IInc:lfIty r n)!.es. <XjUllliun p:Jralllclc-rs..lIlu con' 'lu· 
tion cocflicicnrs rcslIlrmg t'rom li.n 't!' regressl<Jll arc ~1"':11 III 
Tabl' 1. The IWo calibrnllon cueves wcr", wdl reprcsCllltxl bl' 
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T toL 1 
Anat/Si.; of calM9tlon !lfOi1rd:l' by SPMBKjÇ-FlD using DVB,cARlPDMS COOIl1l'l 

0.21-15 y= 0.(l4~{ (±O.0006)r t 0.0102. (±OOO 
0.016-2 }'= 6811.' (.±67,9).r - 7~.a (±65 9) 

, F 1 me holllolytlz. ~'flfldar 13 wtre ma-;; of 1 mL MèOH contnlnJnl: 10% H,SO•. 1 Ill; L·' Me-B. ana varl,)u.' a.lfio)\InTa ~,I Mo-3-HB; rOI trJ<!Iolysl:l. 3t,u,dard3 
w~e mi01e of 1 ml. 9a~ IbSO•• 2ml.4 M NaCti. and vlllloUl m<>WY.l of I-c... 

Pot Me-~-HB. Y" {he r~o fpe8t. urea ~lllliV.1O lhe inll;" IslandinJ and 
1. d'Y; ~rtt"it' f PH 8 i ~ L-1. En "are IDvtn to&ween brad:eu. 

< Delai rnlJ~ rrom Il',,, ünear re~ 2S n anall,.is uf ~stand..8Nl.l. \l21nK Mi 0 

lineat equations. as demonstral.ed by the correlation coefficients 
(Table 1) 

'nle method dereaion limils (MOls) were calculal.ed fol' 
the. hydrolysi., iIId meth8ll0lysis according to fUbli~hed guide
lines [14], as 3 time.~ the standard deviation for a measuremenl 
vaLue not higher than 10 limes the MDL. On the ba~is of 
the.se. guideline.s. the method quantification limits (MQL) was 
~timnted a~ 10 times the :rtandard deviftion. The aecurac..}' 
(recovery iIId pce-.cision ([{Sm of the SPMElGC-HD melhod 
were eva\ua!ed by ana!yzing a ch.lck standardof knownconcen
tralion (216.3mgL-\ aft'-"r lOethanolysis; 36.67 mgL- 1 aller 
h>'drolysis) :;cven tiDk'S, and quamifying it using the estaI:>· 
Iished lincar calibntion curv.:s. The re.:iults fOr the detection 
Iimils, precision, and aGGllracy of quantifi ation are given in 
Table . 

Aœuracy and pco::ision were reasonable for both method:> 
although the rcproducibility obtained in methanûl ....as ;ume
wh<J.lower lhan {hat mea,'ured in su1furic a.:id solutions. MDL of 
methanolysisJSPME was found one order of magnituLk highèr 
than thal of hydrolysis/SPME likely Jue to the betlèr extrac
tion of organic compounds from ;queous solutions compared 10 

methanolic solUlions. TIle factthattJle exl13Clion limèof 10 min 
for hydrolysis wa; still on tJle l'ising (X>rtion of the time profile 
did no\. weigh clown tJle precision of the IDctJ1Od, thus justifying 
our initial choice lo reducè the analysistimc. II should be nol.ed 
Ihat the presenl data were obtained with a fi ber that had alreocly 

nbLl 
~t-.clion limi~ j ac<:ur9C~3 lor th; !lœ1j"iJ or PH B by lIlIllIIootlslt.l 
SPM C-FIDanJ IWdroIyIWSPMOOC-FID 

De. ctlO!1 1imlt.l 
MDL' (mgL -1) 
MQL"(IlliL- I ) 

53 
175 

1.6, 
At...cr -'J 

AOOlaJ «>n 1l1!Q1, IPHB)(I~l. -1) .\6.'3 
~ .!lC<lrOu[)d".[PHBIf~L-I) 21 .5 ± 11.~ 

Reoo IJI"( ) 
.sC" (~) 

100 
g 

• L.lml1.H,rd'l"dlOnw.ere oJUl edlJOtngth••qufll\on,MDL.2a.wl"""" 
""he."",dard Jovb.foll of la me rerœnl::! oflow-COnœrllr.llOO'PÜ:". 

b LmllJut'Jl1"nlJfI 1 ·""",cal l~dUollnalh<Cqu9t M L-I0<7. 
C iXl':'Wlr1llt i gritll 1'" rœan±SOb don=even fIl!: torn.na. 
d Pe'~nt n:covertes d liI3 a. mea:~ of accu,.9-q. 
• ~ro!nt relative arv.i'lrd œVitdlQn LI gJvon"" • me'l3ure of precision. 

Il L!lll O:C1œm lion of PH!l Ina L-1 For t _y' lh~ III . 

1OrJiin 6.0 soitw~u . 

been ubjecl.ed lo aWfoximat.ely 500 analy~~ ail ~rformed in 
acid media. 

Aœording to tJle above-<letermin.~d MDL amounts of53 and 
4.8 ~g of PHB amld be dek-.cted by metJl:l'lOlysi.,/sPMEIGC
FID and hydrolysi,;/SPMEJGC-FID, œspectively. Althoogh 
these amounts arc highe-r than the minimal qllanlity delecl.ed 
by Braunegg et al. using GC-MS (0.5 ~.g [6]) they are largely 
su fficient lo analyze the atoounl of PHB CQm l1lonly obtained in 
microbial ceUs.MDL~ could havebeen impcoved by performing 
the extraction .tep al higher l.emperature or un<kr slîrrèd COIl

ditions but det.eclion of traces wa. not the aim oJ the pcesent 
work. On the contrary the extraction WaT' perfarmed al 40 v C 
and ufl<kJ S't.atie conditions ta avoid the snOJralion of the fi~r 

tha! was {lbservcd when UxTcasing the e.xtraclÏon tcrnpenture. 
or introducing ;ume SlilTing. 

3.4. Application ofSPME/GC to tlieanalysis ofPHB in 
microbit.d ce/is: ccmpllrisorl between merhods 

llle Iwo developed te<::hniques, metJlalOlysislSPME/GC-FID 
and hydrolysis/SPME/GC-FID, were applied 10 real PHB-CM 
sampI and resul!!; were compared 10 those obtained using 
the melhod adapled from Braune8 el. al. [6]. TIuee diffet
en! lots of PHB-CM grown on a sucrase-rieh me~1ium wt".re 
har'lested, Iyophilised, <Jld grinded, and lhe resulting homog
enize<! lots were subsampled for analysis by the thrt'e IIléthods 
(Table 3). The two SPME-based rn.ethOOs agl'eed very weil 
\Vith Braunegg'~ delcrminatîon, thus demonrualing the appli
cnbility of the present SPME-based methods lo the analysis 
of PHB in lDicrobial cells. Precisions however were lower 
than tm<e obtained with the r~fe..enœ method (melhanoly
sis: 1.00<RSD < 16.4%; hydrolysi.s: 5.5% < RSD..: 12.0%) a, 
oftcn observed with SPME 

Table 3 
rlllirultiDo of PHS ln samplu of PHB·œll U) 1lolU1& lh e dUr rtnt 

m~th d= 

B.....uneil!'= 
m.thod 

M"U12Mly. 
SPMEiGC-FID 

HydrOIySI:i 
SPM C-FID 

A 
B 
c: 

1320 ±O.44 
:/447 2.71 
61.75 ± 2.75 

1277 ±O.J2 
24. ±1.'" 
60.21 ±349 

l311 15'1 
~.74± 71 
H.55±1.3Il 
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Tlme(mll1) 

J-'I~, U. 1 ·r1.....11 (j( r·ro \.'hr<.>m.I{IPralll \If (A) II chJOroll\1111 C.XInJ';( obwlnc.,j 

l1/te.r I1'K"11.11((.1\ 1."1' PH li 4: f LJ .. D H e'ARIPfJM~ PM.r- lil"lcr (',.'Pl d 

L,' Ille .iL"IJ n"'th,.Uh.·lb: ~t.llull(J11 .d"lIo"If 11'ldhll1lol...:aJ:.:. l)f PHB. M: C) d 

1} 1; IllPf)\1 .... I1I,,·l~ l't·s..:J h) 1110;:11, '.' )...l-N..fHI ~()lUlÙ'fl ..IlL 1 h JI l' c .... 

,,' PII~- :M 

\\ hcùwr c'xlrutli n wa:; p,:rionudJ will. ,'hluroÎOrlll or will! 
Ille soltd adsorh.:m r[)VH/CAKIPDMS\. leun ehr IIHllogl'ümS 
w rt: .,hl Irled (Fil>. r) IIldi":<IIIVC ( i ,h" prt:valt-nœ l' PHB '" 
hydrulysable llIul",nal ln Illc IIl1crubial t:elh. SPM -ÎllIpIYlnJ; 

III-:lh.)<1s g1l1't: r 'sul!s ul ~lrllllrlr a..:c·urucy tl.'; Brauncg 's methnd. 
s" '14'1 qU3l1lilalivdy. Ùl.: Illree rneLhods were !Uure , - le"s 
"qUl\,lienl 1 w","cr. cumpar.: 10 rhc melhù injlially deve-l. 

ped by Uralln~-:g the IWO <;PME m':lh 1" inv.,l"e mueh k", 
lime and manllul up....rallons. Melhillluly,is sam pie., <:an bc 
analyzed directly jusi bl' displ ~ing Ih" vIAl 'rum lh,~ h" 11

ing bl k 10 Ih", SPM " lUtClS.lmph. whik hydl\llysis "lmpi," 
ollly rtX(uire upening Ihe viab. ,"dding NaOl1 und le..; ppin!! 
Ihe vials bel' c 'Ululysis by 'PME. Th0'" 'lre vcry slrnpk met 
fa 1 upcrali ns eornprlred tO thc' laSlidiuus sulvenl CXlfaCli<.ln. 

[n 1llditi n. Ihe IWO new lIlcll ds prcscnt thc adv.lIlt.lgt· ,,l' 

av Iding USll\~ Ihc unwuul"d chlorinnr"d solvelll thnl is dtluru
l' lrul. 

C,,'poly..,.-;ters such us polyl3-hydrox ;hUI Ir'llc-co·3-hydru
x-yvalemlel an: cUITenlly g(lillin~ inler"" ,tll' l th"ir rhY$lcul 
ami Jl1 challleai prUPC-l1i" thal al''' more pprul'rlUtc l'or mClh
c 1anl pharwucculkal appheati"ns. Prdimll1"ry l ..cSI shnwcd 
Ihai meillyi :l-Ilydruxyp.:nttmuatc r",ul,m: 1mm the rllcthan,,
lie c1ig"-sli0n of puly 3-hydroJ\yblllyrme-c<?-~ -hydruxyvalcra('" 
could olso he lU1ulyzed by' SPMI\/GC-FITJ Ihlls .lcmon
sU'aling Ih..: appli('uhilily 01 III" lucl.llu..1 lu ol.h"r hillpu
Iymcr 

.J.	 Conclusion 

Th pre. 'lt ,Iudy d"lUollStrnled 11ll! SrM . whidl is \;"'I,'r 

ally a mc·thod f chulce for Ih' anal)'sis 0 anulYles in "'Il COliS 
mèdi~l clin also OC uppli" 1III pure ulcuholic s Ililillns ur Cl l 'n· 

(rAI"« ,)cid . IUli Ils.-n) IW dcpolY11leriZ.lllOltlSpM ~ (; '-P1D 

merl "..1.:vclup.:d \\'en:' Ippli"..1 lu th" allaIY'I'" 01 PHU in 
lIlicrobial cells. Resliits WC: • III t:xcelknl U' 'œm 'ni wuh ,h, sc 
hwinc 1using I1lclhnr lys" in hlo If nu hut ri '. PME-hliscd 

lIIelh ls ,U'C 1-" - lIarmful lor ùle cJlvir nlft",nl rUld l "Iiulc' 
~nsumin '. In ; dili n. Ihc libers could he lsed lU,,..,' lhan 

50Ll (im"" under hursh c ndlliuns (llus lllukiJlg Ille 'lIctlluds 
"'<::ry pronu-,i.ng f'-lr rolllin<: aIlalysis Chio JlY'lIt'rs in 1I11<ruhi~11 

ccii,. 
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5.2 Article 2. « Rapid microwave assisted esterification methodfor the analysis ofpoly-3
hydroxybutyrate in Alcaligenes latus by gas chromatography » 

Ce travail a été fait sous l'encadrement de mon directeur, Dr Huu Van Tra, professeur du 

département de chimie de l'UQÀM et mon codirecteur, Dr Jalal Hawari chercheur principal 

et chef du groupe chimie analytique et environnementale à l'IRB-CNRC. Cet article est le 

résultat de mon travail, avec la collaboration de Dr Abdessalem Yezza et MSc Annamaria 

Halasz, chercheurs dans le laboratoire de Dr lalal Hawari. Ma contribution pour cet article 

concerne la participation à la conception du projet, la planification et réalisation des travaux 

expérimentaux, l'optimisation des méthodes d'analyse, développement des nouvelles 

applications et la rédaction des rapports servant à la rédaction finale des articles. 



82
 

Available online al www.sciencedirect.com 

•	 JOURNAL orScienceDirect CHROMATOGRAPHY A 

ELSEVIER	 Juufu.ll ~lf CIU'{:"llalr. 'ldl'h,I\, 1J'. i (2 m, .n~-..176 

Short COmmUIlIl:Ulioll 
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•n. u'·;lJ1iJl{),:;yR"Rar.-JI/~IUlJI", t nFltt/l,,1 Rt".\t"l âl ( mu ".1 al ",.u. ,,6111V ko ' ImUIIIIl.rh-,n.llI·. Mo.lllr,.ai tC;!!JdUi'1 H·U' :RJ. ..,1::7J

('ht'lmJJ~' /)t{Ulrtm"o. Im'lfn'llli' ,tU Qu,bu MQI/fri ~ Jl(l.•f:!nJ~ a.~.. "(" l'tnlrt°-l'IUr•.\lI'lIU';.aJ IfJu."lj/,r-) Ni' .tP,'i, (..hu/.. .!...· 

R~·".:ci\l;'d 12 r~hru;1I ~ 7; h\:,,'h'("I.1 Ut h.'\' "'J f(lnu S 1'n11 7~ ",,"''':'::1''(\'0.1 1 Aplil '1 ,
'·..ill.tille ,'nLill\: 1'" 1'1'111007 

Al>slrarL 

ln Ih.· pr,...·111 SLIIJy. w.' uS('d micrmvaw <'ner~)' illilcad of conwmhmal hrJllDg 1 lnmsfonn poly'-3-hydr xybulyr,lli' II'HUI il1ll1l1~'lhyl .'. 
h\<.Ir\\'. hUI)'!31" 1:\ok·3H 13) in J idilkd mi'l.h:lIIol (Hl '0 . 10 ,vlVlmixlur.' in k s 111.1114 min al l ' nll"rowa\~ [Xlw.'r. K' ITIK!<\W:l\ a ·l.<Led 
rne ll'IH1\\~IS lilen. ppli<'d Lo 'lIl.IiY7· l'HO proouœd b. A/:J.lIi~"lles I."I/Is. Th~ PHB conlelll in Il.· b,ornûss ~[,,"ninc<l uslng nll,-rll'oVJ\'.' h,,;ïIIOg WoI' 

l.: mpJr.tbh,: lU Ùh: aJllvumlound b f "0U\'CIUiùlla.1 h,,'aling. Mc:m:' ''\:L Ll1\,' [}(" (!' ~h':·rilic.llio[l uh.'l..hod \\ JS ~\I }.,,':bL·~ limE· .... f1lSh:r llt~Hl th.: \"Ollh·lIlh.m~1 

IJlèlll . 3nordill~ a~igniJi\.'am~. \mg 01 lim..' and\·l.):r '). 

CTOwn opyng.hl· 2007 PuoU,h.'(! ", EI""\;~r B. V. Ali rly,hLS r"S"[\,<:,l 

1.	 1nll'oduclion SCVLT;,] f('sc.Lrchl:rs ""emplcd 1 ImprOl'e liraullegg n,elhod 1. 1 
by <:hanging Ih" Jciù conœrllr"tinn .mel the dry-"iolllas~ we:iglll 

1',,1 '·~-hydl'<)xyhUlyr'lt' iPH H , [hé ,,"npl!,:;1 .nd Il1USI ,0(11 1-1.: 1or b . "hanging Illc "CIl\ ~nd th" deri\'Jlizing agerll 11\1 uslng 
!Ilonly knuwn (Xlly-3-hyclro.\Yldk.m'J.l!e (PlIA), is Il U\jn~' Ù1C c n eilli nul he:3ling mt:lhlXl 
dll,nllOIl ;LS <1 subslirull' tor pcrrolcllllI-de:rivc.d plasl.ic be ause Recenlly, mlcrow~v" lechrh.llo' ' Il,,s re,eivcd c .lIl~iderabk 

vt Il''\ mpcL l~lht'r\ll .IJ.~IL'I'Wp<::rlLcswjlhre' 1 ilr .. nq. ;111<:111100 us ~ gnxll prv<:'.'-' fur ,:,:"uple 'Xlr.I<:lhlJl .mrl pl' 'P'" 
III l', nem'cd l'rom loss'il Ill~1 alld ahov" ail t...-causc ur ils raliun in uJlaJylkaj chenllSIJ'Y [7 Il q. l'11e I1wjur ad\'~III;I~ > 1 

t>lUdc~r"dab"n~ 111 PI-I"-' .!H: pl Lluct:tl by seva.,1 lIIierv. rg.lIl thc mi mw.,vc <1Jl!eS1l0nll;dll1lquc I~ its Illgh hed\lng <.:t11C lt'ncy 
ISfllS. su,h as AtrabR"JlVî tolU ".1S illlTa,e:llul:u-encrgy .uld eMI",n whi h allows Ihe occurrCIlC' ,j mpi<j rt'.tktluwTl 0 Ihe: ',llnrk 
slnr"~ . m.ltcnds. PHA Br nllies .11"; "e:ellnmJ.l!'ct und T ullb;li m.llnx [Ill. In th' prescnl "l\ldy, .1 micruwJvc .Iig 'sllt'l1I11Clhod 
.. llcl...1 gr(lwiJl Illilrugcn. phu'plt ruu",-lIlfllr, ur rtllglle:slIlm \\aS dcvd<Jped for Ihc anulysis or l'Hll in b.Il'lcn.,j bitlIlLc\' 
liulIL,,'!c:m"J l ":an~ '<.1 g,r"wlh (\ 11.I10ul linlil.1liclnl cundillullS oblaincd illier t"rIIlCnl;lIion ul A. (alIlS in SU 'TOSe:. The ell",c! ul 

.Hld in Ihc prcsen.:e li exc<:"s c~rlxlll s,ure.: [21 se:vcr.11 vuri'lbl", such as h(;;"IIÎng l'In". mi :l'IIW,1\'l' p"wcr, ;lI1d 

Pr,:s"n1ly. t ,"m'LSS 15 analy;rcd fvr ils PHI:l conlent .Iccord· ;Iciel c nCCnlr~lICHl on Ihe mclhal1olYS1S of PI-IB \ ., ul\T.'Sligal 'd 
illg 1 Ihe wi<ksprcad IlIdhod l1cveluptXj by Hraum:gg el ,,1.13]. lU 4u.mtify the biop<JIYluer in thc mie 'lb,;,1 biotll,u;s."1"o ur 
The lll(11)(Jd involVt's hydrolysis and su SC<JUCIlI melhan 1 SIS kn wledgc. Ihe. use 01 III Lcrowavc healm' lor PI·1B esle:nllc.llicm 
• l' Iyopbîizcrl PI.Il3 "'Jrnaining hiomass f Il wed b' g ;; chro hns n 1 hc~n l'Cp rlcd h c~ r'
 
uWl gr..phy (\Jl~1 'sis ur Ihe .. -hydrox butync lldd meùlyl cSlcr
 
lM -.,HBI pro<.!lIced Huwever, Ihis IHe:lh is lime" 'nsll11ing 2. Expel"imenlal
 
"nd rcqu,res more mail 3 h 0 he:ttill Ill" dl)' bl k hcaler.
 

-;2./. ('''e1lli 'flls 

•	 (".~·t1l"-rltl/hjIl1 :1111111\1' t'l -1-1 il4 1 Ù(!lfJ 7:f,ls ·t-15Id II.J(lfl~()5 Poly[fRI-3-hydroxybulyri' .1 'id] w"s purch. 'cd I"rull1 Fluka 
l' -J!/ I~ (f >tT.·\~ 1.a1.1l 1 lwm" IIR; c•• d HIV.1I1) (Buchs, SwirzerlandJ. Melhyl. -3-hvdroxyhul)TaIC l'Me-3HBJ 

')1- (17 ~ .......·...·I.I.fll m.lII...·r Cruwll l.~~!rig.llI 2007 PuLl ll.!)I-.:<It.y F"';:;'\'\"r Li \' AU right 11.:..:.",~[\c.d 

.t.:tl 1 1 INJ ..:hrvruJ lM l.L'11 
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1ï1 

l'J}' . ,1Ild benzcnl' acid (99.5%) were purcilas~'Cl [rom 
'iigmu Aldri'h (Oakville. Canada). Chlorüform (CHel,. ,lobi· 
lized If) 0.7::>% ethan l/cenilÎed ACS )was lmm hsilerCilenllcal 
t \;PC<lIL Canada), and melhanol ( ~HJOI-l. HP gade wa;; 
obtained Irom J.T. uakcr "h<:micals <Phi IIjpsbu rg.. NJ, SA 1. 
Concenlrarc.1sulful'l acirl(f·!èS04. 9.~_cJfl(I,) wasacqulr d from 
An.chemia r/vJonlre'l1. C:ln<ldu). DClonized waler was "bluine,,(\ 
hl' p"ssUlg \\'lIler rhl'Ollgh Milli-Ql V plliS Ù\.1iJlipûre) s)'"'lt'm. 

2.2. Pmlillç/iOIl o/PHB by A. lmlls 

PHB was proJuced by A ((//IIS (ATer 29714) lIsing SUCfVSC 
dSsulc Cill'btHl sourceasdc 'cribed bl' Ororll' el al(12J. AIlquOIs 
of krmenrul i"n brurh 15-1 if m ) were l'entrifuged llnd llie. pre· 
cipiwled biom.ss WliS \\'lIsiled rwie.: wiril dislilled waler lu 
rem" " resirtuni eull!lrc IUedium. fruu,n and Ihen l)'uptllli7..ed 
prim lCJ 1I1l'1hanolysi' a pHB tOI' subsequ,'nl. GC analysis. 

2..1. l'HB L'S/('I'(/Î aliull 

2..i. J ('ollcnlionlillll'annJ,! 

Purl: PIJI:l rder.'nce lIJaleriiLJ 12 Il.lg.) wa, IrC'aledwilha 2 ml 
MeOfl/I!.So.l (Y' or 10'11.. v/v) solulion l\l 15unun 2fllllm 
sereW-e 1p KimiL);. luhes. Cillorvfvrm 2 mLI W· s addeel 1 tile 
rc:sulling mixture and lhen spilœd wlth bcn:t lic' a<:id 10 serve as 
"ninlcfIlal 'l'lI1donl. Thelllbe ·wl'i'·'sealed tigNly and hCl.lled Ula 
black 1](". ll'r al HM) C for _.5 il 1. 1. Samples wtrc homogcnizcd 
p~ri<"-1i,,tl!y >il 1il inlen-.tls loI' 1 2 Illln. fhcreriai biomass ç n
'ajnin~ Pl J13 "'ilS Iyophilized and ITealed with aeidi.fied melhiUlol 
undc,r c"nuilions ;;illlilar 10 Ille "n<:5 dcscribed for the PI-lB sran· 
d' fis. 

2..l.:!_ l\1icrVh'll\'t:. hnHillg 
A Shnrp C.'lI'ou.sd. Meild R-43lJ C 11llcrOWllVC ,wen 

11.5 kW, 1HMI W OlltpUt. • 45GI-lz.) was lIscd 101' lhe c;;ll'rili
cation 01 PI-lB. A f'III:l Slllllplè 121JIUg\ was rlr~l eSIc:rilicd in 
MeOlfr[l:~), ;.ct. or JO/~J. vIVI solution in J511mlll 2111l1rn 
serew-e'l[.l Kill.J(L~ tube. Samples \\'er.· ilt'aled for seVel, Imin
lllt"S 1 1 min', wllil ",casional shaking every 1min using a 
power ranging belwœn li and 3 i%. 111' rellelioll mixrure 
"'as br,llIgill 10 ('<}Url' lelllperalUrt' ,Uld trealcd wiril dl1orof >nll 
12 mU Ilnd 1Ul ""-'alcr. The mL~lllrt: wus vigorOlrI)' shaken 
e\'c1')' l min. Til.: org'"lic pilase w(\~ separnlCtJ 'II Id ;ul'llyz.ed fur 
rnelhyl .'-il. droxyhulyralc iMc._ HR) b)' gas cill'ol11arogrr.lphy 
L:uprLiIi.zed bacleri.t1 biolllass w,' subjt: '(ed 1 mi':l'Owuve (l'l'Il

di,lliull ill ,lcidirkd m<.:lhünul ("~ or llJ,., v/v, H~~O,,) IIlld<.:r 
e H1Uili"nSSl1l1l1ur o tileullcsdes<.:ribedubovefurPHB standard. 

:'..-1 GeJ/ol/l<' lOl/bJ/; 11 NeC1foli (FID) 

Mc· 'l-Ifj was qllanli led hy il gElS Lhnmlato,~aph iAgi
l''nt 61S1)(, liC-I:ID; Agi/elll TeclUlologl\::s lnc Wihnlllgl,,", 
lNA)eqllippcdwilila,;"pillaryeolllnmSPB-llI5m :'i OJ.l-IIl. 

n.l) l'.. m. Agilem J& \V Ge CvlullIns) I:vlU1Ccied \0 an FTD sys
lélll The Ulje<:lûr am,] Jelcclor rcmpcrarurcs \Vere ~el al 265 and 

75 'c. re"Jœl ivcly. nie (']\' 1 emperalure \l'as sc:1 al 50 'C for 

10bl.- 1 
~'lelh 1.3-hyJrfi. yblll~ r'Jt", 4M~· Jllll) ottl.1.lIKJ .il Jith.'J .... nl nU',:TI-"~ ,1'. •.: lrrJ.lI,1 

livo unllt .Jud PÙ"'-('f lrom 20 n~ pure PH B /:'odIn,,"" 

~lin~ (1IIjU) 

ln..,.'umpkl(;.' IC,I..:lW(l 

7.h::tO. 72 
LZ/i '(111·1 
11.8. Il 1'.1.' 

~.llllrk lk:§I~"I.II,ifllt 

20 \n~ornpkll' h.·.I\~ll<·'" 

10.8 ± U 0.16 

12.·\ I li 102 
l~ • 1: Il .!:'W 

SJlllpk J ....Sr.lJ.JIIII" 

5 min and Ilten int"rcaseLllll li l'ale uf 3lf "C/win unril ]7o'C /\ 
splil injeclOr 0: 11 and Ile cum 'r gtlS 17.1 mUmm) were u;;cd 

3. Rcslllts and d.isclIssion 

Table 1 SlilIlllHlI'ize Ihe :tIlI01Uli ur Mc-_ (1B ilS l'ce vcr ," in 
lhe chlorofurm phllse uller melltanolysis 01 PHI:l LW I!l~ '11 c1iJ· 
krenl IllllC inlcn<als und ,uier{)wiI'" p weI'. Gem'ratcd Mt·-.\H Il 
was qU!Ullltled usm~ a rdert'nee sllUlJanJ llluterial of Me-JI-! Ll. 
FIg,. 1 rel resenrs Ge ChrQmnlug)'sI1lS.>I' Mc-JI III p "luccrl ill t<.>r 
Irearmelll JI pure PH I:l ;)nu biul1li!;;s 1.' JIIluin.ll1g PHu willi al.'idl
iled me'ilanolllli%. vi\', <.lI' 1J~. )"IIlSlllg Il IlIll:r"Wil\'~ ilcilll:r AI 

lU ,ofpowerfor4min(Mg ILt\alld ~ 1lll1d3lJ% lI' power lor 
llninlHg. \(8)). Wc round llJ'1l4 ulin irradi:lIlo11 ar (II':' puwer 

080 100 120 1· 

[ 
Me-3HB 

Me-CrOlonale 

, 
0.80 100 1.20 140 100 

(C) Me·3HB 
• 

160080 100 

Fl~. 1. Ge FtD ,,-hronl.t{lJs,mrw; ollhe l'Ot'lhyl J h\'Jft''X.}·~IlI\'rJI'':· Il.17,mn, 

prvduceJ JUIln}; U(·..lllllotnl ofPHD \.\fllh (h':ldili,,-J n~lhall\.·lllll' . ~/". Ii .al 

1I~lJg IUh:l1j\;\..l\C 11\,,-0. 1.-\) PHIS ~..tuJa1\1 !III' pf P;o\·""'I, ·IIIUJI {n PHU 

;..l,lnd:IlJ ,II ljt,", ('If I\\)",,~I. 2. flllll. ( ~ PHU III bwnlJ: ,II Il)', l'f r'I\~·"·I. 'IIUI1 
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6,---- o PHS standard o PHB contalning ceHs 

12 --'-1 -
m
.sI 1
al ôHJ: 
<"> 
cD 

'0 
~ 

6 

:!
'C

4 
>

o -I--_-'-+-L--...!..--'-L--..l-..L-.l.--~+_-'-__1 
BH.3'4H;S0t BH-l0,,"HrS0. M\·J~~H:S0. "W~10""K:SO. 

Esterification procedure 

101" .! Mol' )Hf:l .lIIlt1uni "lu.lllu.îi,,-J Ut PI-ID IJ.llJ-a.nJ; \lnJ PloUf \"'OIlIJ1U' 1Hl.A, 

11i.' ..h ...·rt' t nl1..: li~'nlnblt\Cktk.·lll.erjHiI 1 rl,jh~hJnllcr a~~IMW)lu-r 

. nlln .In"t HY P"'\\Cllil j aoli III IIHune Q..:uJ -.: nCCOU;II.tDn 

uve (h" 11I~h"st MC-.'HB lllUÙUnl t 1 .Gm 'J. rel rcsel1lin~' 56(1
:1 lite rhl.'ù;ili(;al ywld [ bic 1. rig. 11/\ li. Thl.' lower yidd of 
Me-3HB "'ClS arihllle..i 1 the panitiun v Ih<.'ch mil:ul bdwccn 
thc urganic phase :Uld "'aler [1 J, !klllW 2 mlll. IIH:lh:molysl 
"a" in<: }mpk:l<' and prolong<:(j ilTadiulion 10 min le.ld 1 the 
mllLs rmation of Mè-31 lB 10 ~"le-crOlon:lle CIi ble 1: Hl1. liB II 
r 1. 

Fil( : sho"'s the amounts of Me-3HB obtain frol1\ pure 
l'IIH - alld In)1l1 .4. latllf biol1\uss lin T bdng lIbjCCI<''d 10 

Iln\:rvWave irradiAtion (!(J' pvwt"r, -l1.tiUl) or healcd 1I1 n !I",utcr 
hlvck fi IN C. _~.5 h\ in .tddilicd Il1clh:mol 13 and 11''7. v/v. 
H~S04 J.• 'he (\\'0 tesle<! aeidilic<J U1ctlt:Ulul (3 Ulld ILI~. vN. 

l'I~SO 1) Sulullllns did nul rcv"'ll nny mnjvr ,hIJerenc' ill the 
amulioi ,') md vi .\rlc-.'HB prucfllccd u 'in' c nveoli(lnlll Il~ll[

Ingo bu! rC(,v\;d"~ umowlI in l'cas j t'l'l'III 6 to li rn~.. r~pccli\'cly, 
hl' dwn 'ln~ lhe acid cunccl1lr:llinn l'rom J lO In~, rv/vllUiing 
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5.3 Résultats non publiés 

Les résultats qui ont été obtenus dans le cadre de ce mémoire lors des études faites en vue de 

développer une nouvelle méthode de dosage des PHA, notamment le PHB, et qui n'non pas 

été publiés, sont présentés dans cette section. 

5.3.1 Méthanolyse acide du poly(3-hydroxybutyrate) microbien (PHB). Couplage micro
ondes-HS/SPME-GC/FID 

5.3.1.1 Micro-ondes - GC/FID 

La dérivatisation par méthanolyse acide des échantillons du PHB accumulé dans les cellules 

d'Alcaligenes latus a été effectuée en utilisant le chauffage classique et le chauffage par 

micro-ondes (MO). Dans les deux approches les esters méthyliques dérivés ont été récupérés 

dans le chloroforme et analysés par chromatographie gazeuse. Les chromatogrammes ainsi 

obtenus sont montrés dans la figure 5.1, où Me3HB et MeAB sont, respectivement, les esters 

dérivés de l'acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et de l'acide benzoïque (AB), ce dernier étant 

utilisé comme standard interne. La mise au point de cette méthode est exposée dans l'art. 2. 

r.~~:t:~ CHCh 
R~·:'lH~ CHCI) 

us ':Lr,. ... LI 
Me3HB 

/ 
/ 

.~ 

Me3HB,,, MeAB 
~> : 

tJ MeAB, ~ , , 
h ~, 'lII. ~x Cl' ~ 

1 

~ ~ 
Figure 5.1 Méthanolyse acide (H2S04 10 % v/v et AB 8 g L-1

) d'une biomasse contenant environ 
60 % de PHB ; a) chauffage classique (3 h à 100 oC), b) chauffage par MO (4 min à 110 W). 

Analyse par Ge, colonne capillaire SPB-l, détecteur FID. Injecteur split (3 : 1), volume 
d'injection 1 JlL. 
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5.3.1.2 HS/SPME - GC/FIO 

Le tableau suivant reprend quelques paramètres publiés dans l'article 1 (sect. 5.1) et qui ont 

été pris en compte comme coefficients de mérite pour évaluer la performance de l'approche 

HS/SPME-GC/FIO suivie de la dérivatisation par méthanolyse acide. La mise en place de 

cette méthode, les résultats de l'optimisation et la validation sont exposés dans cet article. 

Tableau 5.1 Performance de la méthode Méthanolyse/SPME (mode headspace) - GC/FIO pour 
l'analyse du PHS dans les cellules d'A. latus. SPME à 40 oC (fibre: DVB/CARlPDMS). 

Limites de la méthode (à T d'extraction = 40 oC) 

LOD 3 53 mg L'I 

LOQb 175mgL'i 

LRL c 15000 m L· I 

Fiabilité 

conc. réelle 216,3 mg L'I 

conc. trouvée d 216 ± 18 mg L,I 
PHB-étalons 

Er e 0,1% 

CV f 8,1 % 

conc. trouvée g 2900 ± 50 mg L'I 
PHB-biomasse 

CV" 1,7 % 

a,b: LOD = 3 x Set LOQ = 10 x S sont la limite de détection et de quantification de la méthode, S 
étant l'écart type des dix réponses consécutives de la solution dont la concentration du soluté est la 
plus basse; c: LRL (limite du domaine de réponse linéaire), selon la droite d'étalonnage; d: 
concentration moyenne ± écart-type de 7 mesures d'un étalon de PHS; e : erreur relative comme 
mesure d'exactitude, Er (%) = 100 x (conc .moy. trouvée- conc. réelle/conc. réelle); f: coefficient 
de variation comme mesure de la précision, CV (%) = 100 x (écart-type/cone. moyenne trouvée), 
concentration moyenne trouvée de 7 mesures d'un étalon de PHS; g: concentration moyenne ± 
écart-type de 10 mesures d'un échantillon de biomasse; h: coefficient de variation de l'analyse de 
biomasse, nombre de mesures égal à 10. 
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5.3.1.3 Micro-ondes - HS/SPME - GC/FIO. Développement de la méthode 

La figure 5.2 montre des chromatogrammes type, obtenus lorsque les produits dérivés sont 

extraits directement du milieu réactionnel, dans l'espace de tête (headspace) , par SPME 

(HS/SPME) et analysés par GC/FIO. La SPME a été réalisée sous les conditions 

préalablement optimisées (article 1). La dérivatisation a été effectuée par méthanolyse dans 

un bloc chauffant (HS/SPME-GC/FIO) (fig. 5.2 a) et dans un four aux micro-ondes (MO

HS/SPME-GC/FIO) (fig. 5.2 b). L'étalonnage et la validation de cette approche est abordée 

dans cette section. 

Les tableaux 5.2 et 5.3 renvoient les résultats plus importants, obtenus lors de l'évaluation de 

la performance et la validation du couplage micro-ondes - HS/SPME et le dosage par 

GC/FIO, ainsi que la comparaison avec les autres approches utilisées pour l'analyse du 

poly(3-hydroxybutyrate) après la dérivatisation par méthanolyse acide. Le tableau 5.2 

montre la matrice décrivant la droite obtenue par la régression linéaire lors de l'étalonnage 

interne par la méthode MO-HS/SPME-GCIFIO, et dans laquelle se trouvent les statistiques de 

régression supplémentaires renvoyées par la fonction « DROITEREG » du logiciel EXCEL. 

H:~ th Rx:rHJIf '-= 

\1.-1111 \il- \8 
.\\;) kl III \1 \11 

\.I~ Hil , 

, , 
~ 

, 
\!~'IIH ~I 

/l.• ' ·1 

>- IL'mp 

a) b)
 

Figure 5.2 Méthanolyse acide (H2S04 10 % vlv et AB 1 g L'I) d'une biomasse contenant environ
 
60 % de PHB ; a) chauffage classique (3 h à 100 oC), b) chauffage par MO (4 min à 110 W).
 
HS/SPME sur une fibre DYB/CARlPDMS. Analyse par GC, colonne capillaire DB-WAXetr
 

avec détecteur FID
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Tableau 5.2 Statistiques de régression supplémentaires de la méthode 
MO-HS/SPME-GCIFID. 

m 0,0472 b 0,0066 

0,0006 0,0055 

0,9993 0,0084 

5410 4 

Dans le tableau 5.2, m est la pente de la droite d'étalonnage interne (rapport du signal 

Me3HB/MeAB vs concentration de PHB (g L- I
)), b est l'ordonnée à l'origine, sem est la 

valeur d'erreur type correspondant à m, seb est la valeur d'erreur type correspondant à la 

constante b (ordonnée à l'origine), R2 est le coefficient de détermination, sey est l'erreur type 

pour la valeur y estimée, F est la statistique F observée et dl les degrés de liberté utilisés pour 

obtenir la valeur critique (Fe). 

Le test de validation de la méthode MO-HS/SPME-GCIFID a été réalisé à partir de la 

quantification d'une biomasse dont l'analyse quantitative avait déjà été faite en utilisant les 

différentes approches étudiées, y compris la méthode de référence (méthanolyse 3 h à 100 oC 

et analyse par Ge), et qui ont été décrites dans les articles 1 et 2. Ces résultats ont été repris 

dans le tableau 5.3 pour les comparer à la nouvelle approche. Ce tableau montre aussi les 

équations de l'étalonnage interne et des statistiques de la régression des droites, obtenues par 

la méthode des moindres carrés. Pour la quantification du PHB dans la biomasse, le poids du 

PHB en fonction du poids sec de la biomasse est exprimé en pourcentage. La validation des 

différentes approches étudiées est présentée dans le tableau 5.3. 

Le tableau 5.4 donne les valeurs critiques Fe en fonction de la certitude, a. = 0,05 et a. = 0,01 

(degré de confiance de 95 % et 99 % respectivement) et du nombre de degrés de liberté 

(désignés dans la plupart des tables sous les abréviations VI et V2) calculés comme suit: VI = k 

et V2 = n - (k + 1), où k est le nombre de variables de l'analyse de régression et n est le 

nombre d'observations. 
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Tableau 5.3 Méthanolyse acide de la biomasse et analyse du PHS par les différentes approches. 

PHB dans la biomasse 
Paramètres d'étalonnage

Méthode ± écart-type (%w/w)
(étalonnage interne) 

(n =3) 

y = 0,0195 (±0,0002) x -0,0009 
GC/FID 62 ± 2 

(±0,003) R2 = 0,999; F= 6774 (n = 6) 

y = 0,0198 (± 0,0002) x -0,012 (±0,003) 
MO-GC/FID 62 ± 3 

R2 
= 0,999; F = 7583 (n = 9) 

y = 0,0467 (± 0,0006) x + 0,010 
HS/SPME-GC/FID 61 ± 3 

(±0,004) R2 =0,999; F= 6678 (n =7) 

MO-HS/SPME y = 0,0472 (± 0,0006) x + 0,007 
62 ± 2 

GC/FID (±0,005) R2 = 0,999; F= 5410 (n = 6) 

n : le nombre d'observations; R2
: le coefficient de détermination; F: La statistique F ou valeur F 

observée. Les statistiques R2 et F, ainsi que les valeurs d'erreur type correspondant à la pente 
(sem) et à l'ordonnée à l'origine (Seb), ont été obtenues à partir de la matrice décrivant la droite et 
qui est renvoyée par la fonction « DROITEREG » du logiciel EXCEL. 

Tableau 5.4 Valeur critiques de F (Fe), en fonction de la certitude (cr) et du nombre de degrés de 
liberté (v). 

n V2 a FC(Vt = 1) 

6 4 
0,05 
0,01 

7,71 
21,2 

7 5 
0,05 
0,01 

6,61 
16,3 

9 7 
0,05 
0,01 

5,59 
12,2 

F: Tiré de: D. W. Stockburger. Introduction to Statistics: Concepts, Models, and 
Applications, 1996. V2 : le degré de liberté (ou «df» dans EXCEL), utilisé pour trouver les 
valeurs critiques de la statistique F, a été renvoyé par la fonction « DROITEREG » pour 
déterminer le niveau de confiance du modèle. 
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5.3.2 Hydrolyse alcaline et acide du PHB microbien 

La figure ci-dessous illustre les produits issus de l'hydrolyse alcaline du PHB avec NaOH 4 

M (le cis et le trans-acide crotonique (AC) et l'acide 3-hydroxybutyrique) et de l'hydrolyse 

acide avec de l'acide sulfurique 98 % v/v (le cis et le trans-AC) et qui ont été analysés par 

HPLC/UV. 

---c-AC, hyd acide -'-AC, hyd alcaline 3HB, hyd alcaline 

00 6
 
o
.... 
~ 4
 
ï5.
 
::1 

"0 2 
Q)
 
" 

:ci 0.=---11--._-.-.......--.
 
o 5 10 

PHB (mM) 

Figure 5.3 Séparation et analyse par HPLC/UV des produits dérivés de l'hydrolyse alcaline et 
acide du PHB. L'hydrolyse a été complétée après 4 h dans un bloc chauffant à 70 oc. 

5.3.2.1 Hydrolyse alcaline - HPLCIUV 

Pour évaluer si la masse ou la concentration de PHB en solution a un effet sur le rapport 

AC/3HB, des poids différents de PHB ont été prélevés et après l'hydrolyse les volumes de 

solution ont été choisis pour différentes concentrations. Le tableau 5.5 donne le rapport 

AC/3HB obtenu à 70 oC, en fonction de la quantité de PHB hydrolysé et de sa concentration 

molaire. 

Le graphique 5.4 montre les droites d'étalonnage du PHB, exprimé par l'acide crotonique (cis 

et trans-AC) et par l'acide 3-hydroxybutyrique (3HB) issus de l'hydrolyse alcaline, établies 

par la méthode des moindres carrés. Ces courbes ont été construites en utilisant les solutions 

figurant dans le tableau 5.5. 
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Tableau 5.5 Rapport AC/3HB en fonction du poids et de la concentration molaire de PHB.
 
Hydrolyse alcaline, 4 h à T = 70 oC.
 

Échantillon PHB (mg) Vol. sol. (mL) PHB (mM)* AC/3HB
 
PHB-I 2,2 25 1,02 0,54
 

PHB-2 5,0 25 2,32 0,55
 

PHB-3 8,0 25 3,72 0,54
 

PHB-4 10,0 50 2,32 0,56
 

PHB-5 10,1 100 1,17 0,55
 

PHB-6 10,0 200 0,58 0,55
 

* poids moléculaire de l'unité monomérique du PHB = 86,09 mg mor l 

Les paramètres de la régresion (figure 5.4) pour la droite de l'AC sont: m = 0,34 mM-l, R2 = 

0,9995 et F = 9452 et pour la droite du 3HB : m = 0,19 mM-\ R2 = 0,9998 et F = 30 741. 

+AC .6. 3HB 

2 2 
<JO 

co 0 
0 ri 
ri X 
X ca 
u 1 1 I 

cYl~ 
Qi 

-0 
-0 

~ 
~ 

~ 
~ 

0 0
 

0 1 2 3 4
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Figure 5.4 Courbes d'étalonnage pour le dosage du PHB à partir de l'AC et du 3HB issus de 
l'hydrolyde alcaline, analyse par HPLCIUV. 



93 

5.3.2.2 Hydrolyse alcaline - HS/SPME - GC/FID 

La SPME a été effectuée après l'hydrolyse en milieu alcalin, selon les conditions optimisées 

pour la SPME de l'AC dérivé de l'hydrolyse acide. Ces résultats sont donnés dans la figure 

suivante. 

Reponse trans-AC , , , 10000 

• AC, hyd alcaline 

'4 
u 
<t 
'c 
u 
ï5.. 5000 
::l 

"0 
Qi .... 
~ 

cis-AC 
0 , 

0 6 12 

poids de PHB (mg) 

a) b) 

Figure 5.5 a) Chromatogramme type de l'analyse HS/SPME - GCIFID après l'hydrolyse 
alcaline; b) étalonnage du PHB exprimé par J'acide crotonique qui en découle. 

5.3.2.3 Hydrolyse acide - HPLC/UV 

L'étude de l'hydrolyse en milieu acide avec des solutions contenant 10, 50 et 98 % v/v 

d'acide sulfurique donne les résultats fournis dans la figure 5.6 a). L'effet du temps de 

réaction à T = 70 oC, a d'ailleurs été étudié (figure 5.6 b). Les pourcentages de récupération 

de chaque produit, l'acide crotonique total (cis + trans-AC) et l'acide 3-hydroxybutyrique 

ont été exprimés en pourcentage molaire: 100 x (mM AC/mM PHB) et 100 x (mM 3HB/mM 

PHB). 

Pour l'étude de l'effet de la température sur l'évolution des concentrations de l'acide 

crotonique (cis + trans-AC), des étalons de PHB ont été hydrolysés dans l'acide sulfurique 

concentré pendant 4 h. Les réactions ont été réalisées en triplicata à des températures de 25, 

70 et 100 oC (figure 5.7 a). 
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Le profil de formation d'acide crotonique en fonction du temps de réaction, a été égalent 

vérifié. L'hydrolyse a été effectuée dans le H2S04 (98 % v/v) à 100 oC, les solutions ont été 

chauffées pendant 30 min, 1,2,3 et 4 heures (fig. 5.7 b). Dans les graphiques de la figure 

5.7, l'acide crotonique total (cis + trans-AC) a été exprimé en pourcentage molaire: 100 x 

(mM AC/mM PHB). 

~cis + trans-AC --.-3HB ~ cis + trans-AC -,i- 3HB 

c 
0 
:;; 
ttl... 

'(1) 
a. 50:l
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(1)(1) 
"0"0 0 '*' a'*' a 50 100 a 1 234 5 

% v/v H2S04 temps de digestion (hl 

a) b) 

Figure 5.6 Récupération de l'AC et du 3HB obtenus par l'hydrolyde acide du PHB à 70 oC; a) 
en fonction de la concentration d'acide sulfurique (t = 4 h) et b) en fonction du temps de 

digestion (98 % v/v H2S04). 
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Figure 5.7 Représentation graphique des % de récupération d'aide crotonique; a) 
hydrolyse acide (H2S04 98 % v/v), 4 h à différentes températures, b) effet du temps de 
réaction sur l'hydrolyse du PHB à 100 oC. Les barres d'erreur représentent J'écart type 

de trois expériences (n = 3). 



DEUXIÉME PARTIE 

EXTRACTION ET RÉCUPERATION DU PBH INTRACELULLAIRE 
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5.4 Extraction du PHB accumulé dans l'Alcaligenes latus 

Des échantillons d'une biomasse provenant d'Alcaligenes lalus et renfermant entre 60 ± 2 % 

de PHB (mg de PHB/mg de biomasse sèche) ont été traités différemment en vue de récupérer 

le PHB intracellulaire. L'extraction classique (EC) a été assistée par sonication (EAS) et par 

micro-ondes (EAM). La lyse enzymatique des cellules (LE) avec la kitalase a par ailleurs été 

utilisée comme méthode alternative à l'extraction avec du chloroforme. Toutes les 

extractions ont été faites en triplicata et avec un même lot de biomasse préalablement broyée. 

Pour les extractions avec du chloroforme, ils ont été prélevés environ 20 mg et pour la lyse 

80 mg. Après extraction, récupération et purification, le PHB a été quantifié par GC/FID 

selon la procédure classique. 

5.4.1 Extraction solide-liquide, méthode classique 

La figure 5.8 résume les résultats de l'extraction avec le chloroforme. Les extractions à 5 et 

30 minutes ont été menées à 50 oC, dans un bloc chauffant, avec trois périodes d'agitation 

d'une minute chaque. Les échantillons, dont le temps de contact était 24 et 48 heures, ont été 

laissés sous la hotte à la température ambiante et agités au Vortex trois fois. 

100 

'*c 
o 
'B 
Cl) .... 

80 
.Chloroforme =10 ml 

'5< 
-Qi ___ Chloroforme = 5 ml 
Qi 
'0 
'Qi.....
'u -+- Chloroforme = 3 ml 
Cl) 
u 
~ 
UJ 

40 +

5 min 30 min 24 h 48 h 

Figure 5.8 Efficacité de l'extraction de PHS par EC. Pour les échantillos traités durant 5 et 30 
min, T = 50 oC, pour ceux traités pendant 24 et 48 h, T:::: 25 oC. Les barres d'erreur représentent 

l'écart type de trois expériences (n = 3). 
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5.4.2 Extraction assistée par micro-ondes 

Pour cette étude les échantillons ont été exposés pendant 4, 5 et 10 minutes, à des puissances 

de micro-ondes (PMO) de 10, 20, 30 et 40 % de la puissance maximale (Pmax = 1100 W), avec 

3 mL de solvant. La température après 10 min d'irradiation et PMO = 40 % (440 W) a été de 

50 ± 1°C. 

~ 
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~-PMO=440W 

-Qi 
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::::l PMO= 330W 
u 
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co 60 __ PMO=220W 

J: 
0 -+- PMO = 110 W 
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temps d'irradiation (min) 

Figure 5.9 Efficacité de J'extraction de PHS par EAM, T = 50 ± 1°C. Les 
barres d'erreur représentent ['écart type de trois expériences (n = 3). 

5.4.3 Extraction assistée par sonication 

La sonication a été envisagée pour casser les parois des cellules et libérer les granules de 

PHB de la matrice cellulaire et ainsi faciliter la solubilisation du PHB dans le chloroforme. 

Pour tous les échantillons le temps de contact solide-liquide a été égal à 30 minutes. Le 

graphique 5.10 représente les taux de récupération de PHB en fonction de la stratégie suivie. 

Les conditions suivantes ont été utilisées: 

1) « 5 min» : 5 min de sonication plus 25 min de repos 

2) « 15 min (3 x 5 min) » : 15 min de sonication distribuées en 5 min de sonication et 5 min 

de repos, trois fois 

3) « 30 min» : 30 minutes de sonication continue 
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Figure 5.10 Efficacité de l'extraction de PHS par EAS, T = 50 oC. Les barres d'erreur 
représentent l'écart type de trois expériences (n = 3). 

La reproductibilité de l'EAS a été testée. Dans cette étude A et B représentent deux 

échantillons identiques avec 3 mL de chloroforme. La sonication a été effectuée à 50 oC 

pendant 5 min. La position des tubes dans le râtelier, dans le bain, est indiquée par les cercles 

noirs. Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids de PHB/poids de biomasse sèche. 

PHS en A = 29 ± 6 % A B PHS en S = 47 + 4 % 

IL--_~'. 0 .+--U 

Figure 5.11 Test de reproductibilité dans le bain ultra-sons « Aquasonic » 1500. PHS
 
(%), pourcentage récupération de PHB ± J'écart type de trois expériences (n = 3).
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5.4.4 Extraction du PHB par lyse enzymatique 

La lyse enzymatique a été effectuée sur des échantillons de biomasse d'environ 80 mg, 

renfermant 62 % de PHB (mg de PHB/mg de biomasse sèche). La lyse a été poursuivie 

durant une heure à 50 oC. 

Pour évaluer l'efficacité de cette méthode comme voie d'extraction du PHB intracellulaire, 

ils ont été introduits des témoins servant à évaluer les différentes étapes suivies. 

Dans le but de déterminer les pertes de produit liées aux étapes de centrifugation et de 

filtration, il a été évalué le taux de récupération en utilisant des étalons témoins de PHB pur 

« PHB-LCF». Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 5.6. 

Des échantillons de biomasse ont également été utilisés comme de témoins pour évaluer le 

PHB récupéré, mais qui ne peut être expliqué par la lyse elle-même (tableau 5.7). 

Tableau 5.6 Taux de récupération de PHS, obtenu à partir des étalons témoins 

(PHS commercial). 

Échantillon 
Quantité (mg) 

prélevée trouvée a 

Taux de 
récupération b (%) 

PHB-LCF-l 10,4 5,9 56 

PHB-LCF-2 JO,1 5,4 54 

PHB-LCF-3 10,2 5,5 54 

moyenne ± écart-type 55± 1 

PHS-LCF : des échantillons de PHS pur qui ont été utilisés comme des témoins et qui ont suivi 
toutes les étapes: extraction par lyse enzymatique, purification par centrifugation et préparation 
de l'échantillon (dilution dans le chloroforme et filtration). Cette dernière est utilisée pour séparer 
le PHS extrait des cellules non lysées, en utilisant le chloroforme, étape nécessaire pour la 
préparation de J'échantillon avant de réaliser la méthanolyse acide précédant l'analyse GC/FID. 

a; valeur trouvée lors de l'analyse et l'étalonnage par GC/FlD. 

b ; taux de récupération, ce quotient permettra d'évaluer l'efficacité de la lyse enzymatique avec 
la kitalase comme technique de extraction du PHS. 
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Tableau 5.7 Quantité de PHB retrouvée dans les échantillons de biomasse lors des analyses par
 
GC et qui ne provient pas de la lyse enzymatique.
 

Poids de biomasse Masse de PHB
Échantillon 

(mg) expérimentale 8 (mg) 

B-l 79,9 10,5 
B-2 80,8 Il,1 
B-3 80,9 Il,3 
moyenne ± écart-type 11,0 ± 0,4 

B: échantillons de biomasse qui n'ont pas été lysés et qui ont été utilisés comme contrôles 
de toutes les étapes, permettant ainsi d'évaluer la quantité de PHB apportée par les cycles 
de centrifugation et par la préparation des échantillons pour l'analyse GC, impliquant cette 
dernière, la dilution des échantillons dans le CHCI3 et la séparation par filtration. 

a: valeur trouvée lors de l'analyse et l'étalonnage par GC/FlD après et la récupération du 
PHB dans le chloroforme, suivie de la méthanolyse acide. 

Le tableau 5.8 montre les quantités de PHB récupéré à partir des échantillons de biomasse 

lysés. Pour évaluer uniquement l'efficacité de la lyse enzymatique comme méthode de 

récupération du PHS, les valeurs obtenues lors de l'analyse quantitative ont été affectées par 

les valeurs obtenues à partir des témoins (données aux tableaux 5.6 et 5.7). 

Tableau 5.8 Efficacité de la lyse enzymatique avec de la kytalase comme méthode d'extraction 
du PHB accumulé dans les cellules d'A. la/us. 

Poids de Masse de PHB (mg) Efficacité
Échantillon 

biomasse (mg) théorique" expérimentaleb corrigéeC d'extractiond (%) 

BL-l 80,3 49,8 32,3 39,0 78
 

BL-2 80,5 49,9 30,4 35,5 71
 

BL-3 80,4 49,8 31,3 37,2 75
 
moyenne±
 
écart-type 75±4
 

a : la masse théorique est la teneur de PHB dans la biomasse expnmee en mg, ex.: pour 
l'échantillon de biomasse BL-l, masse théorique = 80,3 x 0,62 = 49,8 mg 

b: valeur trouvée lors de l'analyse et l'étalonnage par GC/FID après la lyse de la biomasse et la 
récupération du PHB dans le chloroforme, suivie de la méthanolyse acide. 

c : valeur calculée tenant compte des témoins, ex. : pour J'échantillon de biomasse BL-I, masse 
corrigée = 100 x (32,3 - Il,0/55) = 39,0 mg 

d : efficacité de l'extraction (ex. : pour BL-I), Efficacité = 100 x 39,0/(49,8) = 78 % 
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Dans l'histogramme suivant sont comparées les différentes méthodes d'extraction étudiées, 

l'extraction par solvant (EC, EAS, EAM) et en milieu aqueux par la lyse enzymatique: 

EC effectuée à température ambiante, 48 heures de contacte et 10 mL de
 

chloroforme.
 

EC, EAS, EAM à T = 50 oC, temps de contact solide - liquide de 5 min et la moindre
 

quantité de chloroforme utilisée, 3 mL.
 

LE, récupération en milieu aqueux par la lyse enzymatique, une heure de digestion à
 

50 oc.
 

EC, 48 h, T amb l l 
EC, 50°C, Smin 

l EAM, 40% (T S 50 oC), Smin 

EA5, 50°C, Smin 

44 

LE, 50°C, lh 

Figure 5.12 Comparaison de l'efficacité d'extraction de PHS selon l'approche utilisée. Les 
barres d'erreur représentent J'écart type de trois expériences (n = 3). 



CHAPITRE VI 

DISCUSSION 

Une première étude de ce travail a été publiée et a montré que le couplage HS/SPME

GCIFID permettait d'analyser les PHA intracellulaire, avec des limites de détection (LOD) et 

de quantification (LOQ), largement inférieures aux concentrations du biopolymère retrouvées 

dans les biomasses. Selon la société Monsanto Chemical, la production de polyesters 

bactériens ne serait pas commercialement viable tant que la teneur en PHA n'atteint pas 20 % 

(mg de PHAlmg de biomasse sèche) (AAC, 2003). Ceci correspond à une concentration de 

2000 mg Loi (20 mg de biomasse sèche dans 2 mL de méthanol acidifié) ou 4000 mg L'I (20 

mg de biomasse sèche dans 1 mL de méthanol acidifié), alors que la limite de quantification 

par méthanolyse acide et HS/SPME-GC/FID est de 175 mg L,I (tab. 5.1). La HS/SPME a été 

appliquée directement après la réaction de dérivatisation. En utilisant la méthanolyse comme 

méthode de dérivatisation, aucune manipulation supplémentaire n'était nécessaire. 

Dans cette étude, la SPME/GCIFID a été aussi utilisée après l'hydrolyse acide. La mise en 

place de cette méthode d'extraction a demandé un travail analytique important dont les 

résultats de l'optimisation sont exposés dans l'article 1. 

Une deuxième étude a prouvé expérimentalement que l'irradiation par micro-ondes des 

échantillons, aussi appelée chauffage diélectrique, permettait la dépolymérisation 

quantitative du biopolymère par méthanolyse acide. Les principaux résultats sont présentés 

dans la figure 5.1 et le tableau 5.3. L'optimisation et la validation de cette approche sont 

exposées dans une deuxième publication (voir article 2). Le recours au chauffage par micro

ondes a permis de réduire 50 fois le temps de digestion. 
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Après la réaction, les échantillons ont été préparés par extraction liquide-liquide avec le 

chloroforme, pour la chromatographie gazeuse, tel que décrit dans les articles 1 et 2. 

Cependant, la méthode pourrait encore être simplifiée et le temps d'analyse raccourci si, 

avant l'analyse GCIFID, l'ester méthylique dérivé (Me3HB) était extrait du milieu 

réactionnel par micro-extraction en phase solide. 

6.1 Couplage micro-ondes-HS/SPME-GCIFID 

6.1.1 Dérivatisation par méthanolyse 

Dans la figure 5.2 et le tableau 5.3, ils sont comparés les résultats obtenus lors de la 

dérivatisation du PHB intracellulaire par méthanolyse acide, en utilisant le chauffage 

conventionnel et le chauffage par micro-ondes. Cette fois ci, au lieu de l'extraction liquide

liquide classiquement utilisée, il a été employé la micro-extraction en phase solide, en mode 

headspace (HS/SPME), comme technique de préparation de l'échantillon. 

Le couplage micro-ondes, HS/SPME et GC/FlD a été utilisé en suivant les conditions 

préalablement optimisées pour la HS/SPME et pour la méthanolyse assistée par micro-ondes 

présentées dans les articles 1 et 2 respectivement. 

Neuf étalons de PHB ont été utilisés pour préparer la courbe d'étalonnage, par la méthode de 

l'étalon interne, avec de l'acide benzoïque (AB) 1 g L- I comme étalon interne. Trois 

échantillons de biomasse ont ensuite été utilisés pour la validation de la méthode. Les 

résultats obtenus ont été résumés dans les tableaux 5.2 et 5.3 et comparés avec les autres 

approches étudiées au long de ce projet (tableau 5.3). 

Il est à mentionner que pour les analyses impliquant la HS/SPME, la quantité d'AB comme 

étalon interne fut réajustée, de 8 g L-1 à 1 g L- I
, afin de favoriser l'adsorption du Me3HB sur 

la fibre SPME. Il avait été constaté qu'à des concentrations d'AB de 8 g L- I
, l'adsorption du 

benzoate de méthyle empêchait celle du méthyl-3-hydroxybutyrate. 
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La figure CA montre les chromatogrammes résultants de la méthanolyse de 10 mg de PHB, 

en utilisant des concentrations de 8 g LoI et de 1 g L- I
. 

Les paramètres de la régression de la droite d'étalonnage ont été obtenus à partir de la matrice 

décrivant la droite et qui est renvoyée par la fonction « DROITEREG » du logiciel EXCEL. 

Tel qu'il a été montré dans le tableau 5.2, R2 est égal à 0,999 et la valeur F observée 

nettement supérieure aux valeurs critiques (tableau 5.5). Il Ya donc une relation significative 

entre la variable indépendante (concentration du PHB) et la variable dépendante (réponse du 

détecteur). De plus, les valeurs R2 et F se trouvent dans le même ordre de grandeur que 

celles des autres approches, incluant la méthode classique, utilisée comme méthode de 

référence (tableau 5.3). 

La teneur en PHB de trois échantillons d'un même stock de biomasse a été calculée en 

utilisant l'équation des moindres carrés obtenue par ajustement de la courbe d'étalonnage, de 

la méthode MO-HS/SPME-GC/FlD. La valeur trouvée, 62 ± 2 %, correspond avec celles 

observées lors du dosage par les autres méthodes. Mais, au lieu des 6 heures 

approximativement requises pour l'analyse quantitative selon la méthode « classique» de 

dosage, la MO-HS/SPME-GClFlD pennet la quantification du PHB dans les cellules en 

moins d'une heure. 

Outre le PHB, la méthanolyse acide du copolymère P(3HB-co-3HV) est aussi faisable dans 

un four aux micro-ondes. C'est ce qui apparaît sur le chromatogramme obtenu par irradiation 

du copolymère à 110 W durant 5 min, illustré sur la figure C.7 et semblable à celui obtenu 

par les méthodes GClFlD, injection directe, et HS/SPME-GC/FlD. Les conditions optimales 

d'irradiation n'ont cependant pas été déterminées pour le cas du copolymère. Les résultats 

préliminaires indiquent que la réaction complète d'estérification nécessite plus d'énergie que 

celle de l'estérification du PHB. Après 5 min à 110 W, de petites particules solides 

apparaissaient encore en suspension, indiquant la présence de copolymère intact. Ceci 

pourrait être la conséquence de leur granulométrie. Tandis que le PHB commercial se 

présente comme une poudre très fine, le P(3HB-co-3HV) commercial est constitué de 

cailloux très durs difficiles à broyer. 
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6.1 .2 Dérivatisation par hydrolyse 

6.1.2.1 Hydrolyse en milieu acide 

Lors de la réaction d'hydrolyse impliquant l'acide sulfurique concentré, le PHB dont la 

température de fusion est d'environ 180 oC, fond et brûle en quelques secondes sous 

l'irradiation aux micro-ondes à 110 W (limite inférieure de puissance du four micro-ondes 

utilisé dans ce travail). Comme déjà expliqué (section 2.6.1), l'acide sulfurique absorbe très 

fortement l'énergie micro-onde et la température de réaction s'élève à plus de 300 oC dans un 

temps très court. 

Des études faites par chauffage conventionnel avec de J'acide sulfurique concentré ont montré 

que la formation d'acide crotonique dépendait d'une façon importante de la température 

(figure 5.7). À des valeurs de 100 oC dans l'acide su Ifurique concentré la quantité d'acide 

crotonique était considérablement réduite, probablement dû à la formation de produits 

secondaires tel que le crotonate (Yu et al., 2005) ou le trans-acide crotonique sulfoné (Amat 

et al., 1987). 

Sur plusieurs des chromatogrammes obtenus par HPLC/UV après l'hydrolyse dans l'H2S04 

(98 % v/v) à 25 et 100 oC, les pics des isomères cis et trans-acide crotonique, situés à 42,7 

min et 47,4 min respectivement, étaient très larges, déformés, et/ou non résolues à la base, en 

plus d'autres pics non identifiés. 

L'hydrolyse acide a aussi été étudiée avec des solutions diluées d'acide sulfurique en utilisant 

une plaque chauffante. La présence d'eau favorise la formation d'acide 3-hydroxybutyrique 

(figure 5.6a). Or l'acide 3-hydroxybutyrique ne présente qu'une faible absorption à 210 nm 

lors de l'analyse par HPLCfUV (voir figure 5.3 et le chromatogramme de la figure C.9). De 

plus, étant non volatil et fort dépendant du pH et de la température, qui entrainent la 

formation de la lactone de l'acide 3-hydroxybutyrique (~-butyrolactone) la SPME et l'analyse 

par GC s'avèrent inefficaces. Pour toutes ces raisons, il n'a pas été envisagé l'hydrolyse 

acide avec des solutions diluées d'acide sulfurique sous les MO. 
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6.1.2.2 Hydrolyse en milieu alcalin 

Les expériences réalisées en milieu alcalin (NaOH 4 M, 4 h à 70 oC) ont montré qu'il y a de 

la formation de 3HB, cis-AC et trans-AC comme dans l'hydrolyse acide avec de l'acide 

sulfurique dilué, mais à différence de cette dernière, les chromatogrammes sont très clairs 

(figure C.9). Aussi, la quantité des produits formés est linéairement proportionnelle à la 

quantité de PHB hydrolysé (figures 5.4 et 5.5b). Toutefois, tel qu'il a été illustré à la figure 

5.3, moins d'AC se produit [ors de l' hydrolyse avec le NaOH, ce qui peut eventuellement 

nuire à la détection et la quantification des analytes. La figure 5.5a illustre le 

chromatogramme obtenu par HS/SPME-GC/FID d'une solution issue de l'hydrolyse alcaline 

du PHB par chauffage conventionnel et dans lequel les pics correspondants aux Gis et trans

acide crotonique sont clairement identifiables. 

L'hydrolyse alcaline a aussi été effectuée sous irradiation aux micro-ondes. Environ JO mg 

de PHB ont été mélangés avec une solution de NaOH (4 M) et soumis à 4 min d'irradiation 

avec une puissance de 110 W. La solution résultante était transparente, en apparence égale à 

celle obtenue lors de l'hydrolyse alcaline par chauffage conventionnel. La micro-extraction 

en phase solide a été effectuée après le refroidissement de la solution et l'ajout d'acide pour 

abaisser le pH, les conditions opératoires sont les mêmes que celles appliquées après 

l'hydrolyse acide (décrites dans l'article 1). 

L'analyse par GC/FID a donné le même profil chromatographique (figure C.II) que celui 

obtenu lors de la digestion en utilisant un bloc chauffant (figure 5.5a). Or l'acide crotonique 

ainsi obtenu pourrait servir pour le dosage du PHB. 

Il est toutefois à noter que ceci est seulement possible dans un four micro-onde monomode, 

avec contrôle de la température. Selon les auteurs (Yu et al., 2005), lors de la formation 

parallèle du 3HB et de l'AC dérivés de l'hydrolyse en milieu basique (figure 6.1), le rapport 

kl/k2, dépend de la température. 
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Figure 6.1 Formation parallèle d'acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et d'acide crotonique (AC) 
à partir de l'hydrolyse alcaline du PHB, proposée par Yu et al., (2005). 

Dans ce projet la variation du poids ou de la concertation de PHB, tout en maintenant 

constante les conditions de la réaction, ne semble pas affecter ce rapport de façon 

significative (voir tableau 5.5). De plus, les courbes de calibration, soit lors de l'analyse par 

HPLC/UV, soit par l'analyse HS/SPME-GC/FID, sont linéairement dépendantes de la 

quantité de PHB en solution (figures 5.4 et 5.5b). 

6.2 Extraction par solvants 

La transformation de la biomasse en bioplastique se heurte à des problèmes de qualité des 

produits finis. Ces difficultés sont en grande partie liées aux méthodes d'extraction 

produisant la dégradation du poids moléculaire des biopolymères et qui provoquent 

l'altération des propriétés en tant que plastiques. En général, l'extraction par solvants 

organiques à basses températures et la lyse enzymatique sont parmi les techniques qui 

dégradent le moins le polymère. 

L'extraction du PHB avec le chloroforme, complétée par la précipitation sélective dans le 

méthanol a été une technique très utilisée pour la récupération des polyhydroxyaJcanoates. À 

basses températures, il est possible d'obtenir des rendements raisonnables du produit, sans 

pratiquement aucune dégradation significative. À cet effet, la méthode d'extraction nécessite 

de grandes quantités de solvants et/ou implique des temps d'extraction considérables. 
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Dans la présente étude, diverses techniques ont été appliquées à l'extraction de PHB des 

échantillons d'une biomasse provenant d'A. latus. Afin de réduire la consommation de 

chloroforme, l'extraction classique (EC) a été assistée par sonication (EAS) et par micro

ondes (EAM). 

Comme méthode alternative à J'extraction par solvant, il a été étudié la lyse enzymatique des 

cellules (LE) avec la kitalase, une préparation enzymatique obtenue de la Rhizoctonia solani. 

6.2.1 Extraction assistée par micro-ondes 

La figure 5.12 met en évidence l'efficacité du chauffage aux micro-ondes. La quantité de 

PHB extrait en utilisant l'énergie aux micro-ondes, de 86 ± 10 %, a presque doublé celle 

recouvrée par la méthode classique (44 ± 6 %), dans un même intervalle de temps et avec la 

meme quantité de solvant (3 mL de chloroforme). Il est à noter qu'à température ambiante, 

l'extraction quasi complète (96 ± 3%) n'a été possible qu'après 48 heures, et ceci en utilisant 

un volume de chloroforme de 10 mL et trois tours d'agitation d'une minute chacun. 

Cette augmentation du rendement d'extraction sous l'effet des micro-ondes ne peut pas être 

expliquée par une élévation de la température puisque, après 10 min à PMO = 40 % (440 W), 

la température finale de la suspension était de 50 ± 1 oc. La réponse se trouve plutôt sur le 

mécanisme d'extraction lui-même. Inversement à l'extraction par solvant conventionnelle, la 

force motrice de l'extraction n'est pas contrôlée par la diffusion du soluté en vue de son 

expulsion à la surface de la biomasse. Le chauffage très rapide de l'eau résiduelle qui est 

présente dans la biomasse entraîne une augmentation aussi rapide de la pression à l'intérieur 

des cellules de la matière. Cela mène à une inversion du gradient de température, illustré 

dans la figure 3.1, et à une amélioration du transfert de la masse sous l'effet de la pression 

des matières solubles à l'extérieur de la biomasse. Dans bien des cas, la pression interne 

s'élève de façon suffisamment élevée pour faire exploser la paroi de la cellule, ce qui entraîne 

l'expulsion du contenu qui sera dissous dans le solvant environnant (Foragen, 2001). 
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En général, les taux de récupération en utilisant l'EAM ont été très variables (écarts allant de 

4 à 13 %). 11 est à signaler que ces extractions ont été menées dans un four micro-ondes 

domestique en utilisant le plateau tournant. La variabilité des résultats peut s'expliquer par 

l'hétérogénéité du champ à l'intérieur du four. Pour obtenir des résultats reproductibles tous 

les paramètres doivent être soigneusement contrôlés. 

Les expériences ont été réalisées en triplicata et les résultats sont regroupés dans la figure 5.9. 

Pour optimiser la consigne en puissance des micro-ondes, celle-ci a été variée de 110 à 440 

W à des temps de réaction de 4, 5 et 10 min, tout autre paramètre restant constant. Les 

résultats montrent une forte augmentation des rendements entre 4 et 5 minutes d'irradiation, 

puis une stabilisation notamment aux puissances de 220, 330 et 440 W, probablement parce 

que le solvant est déjà saturé. Étant donné les conditions de l'extraction surtout que la 

pression àl' intérieur des tubes ne pouvait être contrôlée, des volumes supérieurs à 3 mL 

n'ont pas été étudiés. 

6.2.2 Extraction assistée par sonication 

L'onde ultrasonore est une onde de même nature qu'une onde acoustique, par opposition aux 

micro-ondes (MO) ou aux ondes hautes fréquences (HF) qui ont une nature similaire aux 

ondes radios. Les ultra-sons de forte intensité, par la cavitation, induisent des effets 

mécaniques et chimiques permettant de casser des cellules animales ou végétales. La lyse 

cellulaire se produit à des fréquences entre 20 - 40 kHz (Costes, 2004). La rupture de la 

membrane plasmique et l'accélération de la diffusion au travers de membranes, conduisant à 

la libération du contenu cellulaire, est une pratique couramment utilisée dans les laboratoires. 

L'extraction assistée par sonication a été utilisée afm de faciliter la séparation du PHB du 

reste de la biomasse (lyse par ultrasons). Ce procédé visait la lyse par ultrasons de cellules et 

la dilution du PHB dans le chloroforme entourant. Le principe consiste à utiliser un bain à 

ultrasons rempli d'eau qui baigne la partie inférieure des tubes contenant les échantillons à 

lyser. Les échantillons ont été soumis à un champ ultrasonore, pendant une durée de 5, 15 et 

30 minutes. 
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Pour l'étude de différentes combinaisons de paramètres pendant l'extraction, les échantillons 

ont été placés dans un panier grillagé adapté à la cuve et isolé du fond de la cuve, dans des 

tubes en verre pour que les ultrasons soient réfléchis avec un maximum d'efficacité. Pour 

appliquer les ultrasons, le tube a été situé au milieu du bain. 

Comme pour toute propagation d'ondes vibratoires, la température et la viscosité sont des 

facteurs incidents. Pour ces expériences le bain a été donc préchauffé à 50 oc. Et bien que la 

température d'opération ait été fixée à cette valeur, elle était mesurée, en utilisant un 

thermomètre, après chaque série de pulsations. Des variations de température pouvant 

atteindre 4 oC ont été observées. 

D'autres inconvénients existent qui peuvent compromettre la reproductibilité des résultats. Il 

est à signaler par exemple, la puissance acoustique, qui n'est pas équivalente dans toutes les 

zones du récipient recevant le bain pour la sonication. Ceci est dû à la construction même 

des bains à ultrasons qui comportent, sous la cuve, un ou plusieurs transducteurs. Or le 

champ ultrasonore rayonne par l'intermédiaire d'un transducteur, ce qui n'est pas homogène 

dans l'espace. Par conséquent, le degré de lyse des micro-organismes est hétérogène d'un 

échantillon à l'autre, et n'est pas contrôlable (Colin et al., 2000). A cet effet, la cavitation a 

été mesurée dans différents points dans le bain. Sur une échelle de 0 à 100, des variations de 

50 à 90 ± 10 CAVIN ont été observées. Cela pourrait expliquer les différences observées au 

début des expériences (voir figure 5.11). La cavitation dépendait aussi du nombre de tubes 

dans le bain, ce pourquoi toutes les extractions ont été effectuées en plaçant un tube à la fois 

au milieu du bain. Toutefois, le balayage de fréquence « sweeping» uniformise et répartit 

d'une façon plus homogène la cavitation pour augmenter l'efficacité des processus. 

La figure 5.10 montre les résultats obtenus lors de l'extraction assistée par la sonication, en 

appliquant des ultrasons à balayage de fréquence de 38,5 à 40,5 kHz et une puissance de 135 

W. Il est d'abord à mentionner que les meilleurs résultats obtenus dans cette expérience, 70 ± 

6 % PHB, ont été réussis avec 10 mL de chloroforme et 15 min de sonication (5 min trois fois 

et 5 min de repos entre chaque pulsation) et il n'a été possible ni de les égaler en diminuant la 

quantité de solvant à 3 et 5 mL, ni de les améliorer en prolongeant le temps de sonication à 

30 min (figure 5.10). Ces résultats sont d'ailleurs analogues à ceux obtenus par Feliu et 
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Villaverde (1994) lors de l'extraction de la ~-galactosidase contenue dans E. coli. par 

sonication à 100 W et une fréquence de 20 kHz, en utilisant des volumes de solvant 

(chloroforme-SOS) de 10 et 15 mL (Feliu et Villaverde, 1994). Dans leur travail, les auteurs 

ont récupéré 70 % du produit intracellulaire dans un premier contact solide-liquide en 

sonicant 5 fois pendant 3 min (temps de sonication total 15 min), avec 3 min de repos entre 

chaque séance de sonication. 

Finalement, et tel qu'il peut être constaté dans les la figures 5.8 et 5.10, les taux de 

récupération obtenus par EAS à 50 oC avec 10 mL de solvant et 30 min de contact (15 

sonication + 15 repos) sont assez proches de ceux observés en utilisant l'extraction classique 

à 50 oC, 10 mL de solvant, 30 min de contact et trois minutes d'agitation au Vortex. 

6.2.3 La lyse enzymatique 

Cette étude a été réalisée afin de déterminer la capacité de l'enzyme lytique de la Rhizoctonia 

solani à rompre la membrane externe chez Alcaligenes latus. Cette enzyme a été choisie car 

sa production à l'échelle commerciale (a priori identifiée R. solani) est tout à fait réalisable 

(Kobayashi et al., 1982). Les conditions de digestion utilisées, pH ::::: 5 et T = 50 oC, ont été 

celles rapportées pour la lyse des cellules de Kluyveromyces fragilis (Belem et Lee, 1998) par 

une enzyme produite par Cytophaga. Cette dernière avait déjà permis la lyse et le relargage 

du PHB accumulé dans A. eutrophus (Harrison et al., 1991 b). Les résultats présentés dans le 

tableau 5.8 ont montré que la lyser enzymatique avec la kitalase est réalisable, toutefois, il 

reste à définir les conditions optimales de lyse ainsi que le temps nécessaire pour atteindre le 

rendement maximal. 

fi est aussi important à signaler que la lyse enzymatique avec la kitalase, a été possible sans 

prétraitement de la biomasse (avec de l'EOTA, des détergents, etc.). À cet égard, il est à 

noter que la nature de la kitalase, comme celle d'autres enzymes lytiques d'origine 

microbienne, lui confère une activité de plusieurs enzymes dont essentiellement de la ~-(l-3)

glucanase, de la pectinase et de l'amylase (Sigma-Aldrich). Ce cocktail permet de rompre la 
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membrane externe chez les bactéries gram-négatives, telles Alcaligenes et d'atteindre la 

membrane plasmique, à l'intérieur de laquelle se trouve le PHB (Harrison et al., 1991 b). 

L'examen du tableau 5.6 permet de constater que des pertes d'environ 45 % de PHB 

(équivalente à un taux de récupération de 55 %) se sont produites lors de l'étape de 

récupération et purification, ce qui a entraîné un abaissement du rendement. 

D'abord, la centrifugation à 3720 g s'est révélée inefficace, souvent, le culot instable se 

remettant en suspension. Comme déjà vu, des vitesses de centrifugation de l'ordre de 10 000 

g et plus sont souvent nécessaires, notamment si le PHB produit possède une masse 

volumique très proche de celle de l'eau (de Koning et Witholt, 1997). 

La filtration a été utilisée comme méthode de séparation du PHB dissout dans le chloroforme 

des éventuelles cellules non lysées. Ceci a été nécessaire pour évaluer la quantité de PHB 

récupérée lors de la digestion (lyse). La lyse a été effectuée en utilisant 80 mg de biomasse, 

engendrant ainsi une quantité de matière cellulaire telle que l'efficacité de la filtration a été 

compromise. 



CONCLUSIONS 

Ce projet a visé l'utilisation des procédés « verts» pour l'extraction et quantification de 

biopolymères notamment du poly3-hydroxybutyrate (PHB). D'abord, ils ont été développées 

plusieurs approches pour la quantification du PHB dans la biomasse, impliquant le chauffage 

par micro-ondes (MO) et la micro-extraction en phase solide (SPME). Plus tard, l'utilisation 

de la sonication, l'extraction assistée par MO et la lyse enzymatique ont été utilisées dans le 

but d'extraire le biopolymère de la biomasse. 

La SPME a été utilisée comme méthode de préparation des échantillons avant les analyses 

par chromatographie gazeuse (GC). Dans le cas de la méthanolyse, outre les manipulations 

de base pour recouvrer l'ester méthylique de l'acide 3-hydroxybutyrique à être analysé, le 

chloroforme, solvant toxique et polluant, a pu être éliminé de l'analyse. 11 a aussi été montré 

que J'utilisation des micro-ondes afin d'effectuer la méthanolyse, induit des temps de 

réactions considérablement diminués, passant de 3,5 h (chauffage classique à 100 OC) à 4 min 

(sous irradiation micro-ondes à 110 W). La technique HS/SPME-GC/FID s'est avéré une 

méthode simple, rapide et fiable pour l'analyse du PHB dans la biomasse, et potentiellement 

applicable à l'analyse du copolymère PHBV. Après optimisation, les limites de détection et 

de quantification et les critères de fiabilité s'avèrent satisfaisants aussi bien pour la SPME à la 

suite de la méthanolyse qu'après l'hydrolyse acide avec de l'acide sulfurique 98 % v/v. Afin 

de valider les méthodes, méthanolyse-HS/SPME et hydrolyse acide-HS/SPME, trois 

échantillons de trois biomasses différentes d'A. la/us ont été analysés par GC/FID et les 

résultats ont été comparés à ceux obtenus par la méthode classique. Les approches utilisant 

le couplage avec la technologie par micro-ondes (MO-GC/FID et MO-HS/SPME-GC/FID) 

ont été également validées mais en utilisant trois échantillons d'un seul type de biomasse. 

Tous les résultats sont apparus en excellent accord avec la méthode classique (méthanolyse

GC/FID) et ce quelque soit l'approche utilisée: hydrolyse acide-HS/SPME-GC/FID, 

méthanolyse-HS/SPME-GC/FID, méthanolyse-MO-GC/FID et méthanolyse-MO-HS/SPME

GC/FID. 
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Le deuxième objectif de ce travail était de trouver une méthode efficace pour la récupération 

du PHB intracellulaire, tout en réduisant son impact économique et écologique. En étudiant 

les méthodes d'extraction par solvants, il a été constaté que l'utilisation des micro-ondes 

favorise le transfert du PHB depuis l'intérieur des cellules vers la solution, en permettant 

ainsi une amélioration notable de la performance de l'extraction. Ceci se traduit en une 

réduction significative du temps d'extraction et de la quantité de solvant requise. Ainsi les 

échantillons extraits sous assistance micro-ondes ont nécessité 3 mL de solvant et 5 min 

d'irradiation à 440 W pour obtenir des résultats assez proches de ceux observés par la 

technique conventionnelle avec 10 mL de chloroforme pendant 24 et 48 heures de contact 

(EAM 440 W, 5 min, 3 mL = 86 ± 10 %, EC 24 h, la mL = 93 ± 3 %; EC 48 h, la mL = 96 ± 3 %). 

L'augmentation de la température et l'application de l'agitation vigoureuse ou des ultrasons 

est favorable au procédé de transfert de masse mais cette opération reste contrôlée par la 

diffusion du soluté intracellulaire vers la surface, donc par le gradient de concentration. En 

opérant en mode « batch », avec un contact unique de la biomasse avec 10 mL de 

chloroforme pendant 30 min, les mêmes résultats ont été observés par l'EC à 50 oC et après 

sonication (trois pulsations de 5 min avec arrêt de 5 min entre chaque pulsation) dans un bain 

ultrasons chauffé à la même température. Devant ce constat, la pertinence de la sonication 

pour lyser les cellules d'Alcaligenes la/us, dans les conditions utilisées, n'a pas pu être mise 

en évidence. L'autre stratégie utilisée pour la séparation du PHB du reste de la biomasse a 

été la lyse induite par des enzymes lytiques. L'utilisation des préparations enzymatiques 

d'origine bactérienne pour lyser les parois cellulaires, semble une option à l'extraction par 

solvant. La présence d'un solide blanc légèrement jaune après le traitement avec la kitalase, 

indique que les cellules ont été lysées. Cet a priori favorable a été confirmé par l'analyse en 

chromatographie en phase gazeuse. En perspectives, il reste à déterminer les conditions 

optimales de lyse ainsi que le temps de digestion. Mais, l'effort majeur devrait porter sur le 

développement de stratégies de purification plus efficaces. 
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Tableau A.1 Méthodes d'analyse des PHA revues par De Rijk et al. (2002). 

3HA monomers 

Propionie acid 

Butyrie acid 

Valerie acid 

Hexanoie acid 

Heptanoie acid 

Octanoie acid 

Nonanoic acid 

Decanoie acid 

Undecanoie acid 
Dodecanoie acid 
Tetradecanoie acid 
Hexadecanoic acid 

Analytieal technique 
lH NMR, 13C NrvlR 

GC(MS), lH-NMR, 13C-NMR, lH-13C-COSY 

NMR lH-1H-COSY NMR , lH-13C-HSQC, 
TOCSY, NMR 

HPLC 

GC, lH-NMR, 13C-NMR, lH-13 C-COSY 

NMR, lH-1H-COSY NMR 

HPLC 

GC(MS), lH-NMR, 13C-NMR, lH-13C-COSY 

NMR lH-1H-COSY NMR , lH-13C-HSQC, 
TOCSY NrvlR 

GC, lH-NMR, 13C-NMR, lH-13 C-COSY 
NMR, lH-1H-COSY NIVIR 

GC(MS), lH-NMR, 13C-NMR, lH-13C-COSY 

NMR,lH-1H-COSY NMR, 1H-13C-HSQC

TOCSY NMR 

GC, lH-NMR, 13C-NMR, lH-13C-COSY 

NMR, lH-1H-COSY NMR 

GC(MS), 1H-NMR, 13C-NMR, lH_13C_ 

COSY NMR,lH-1H-COSY NMR 

GC,lH-NMR 

GC(MS), lH-NMR, 13C-NMR 

GC(MS), 13C-NMR, lH-1H-COSY NMR 

GC(MS) 

Reference 

1 

2,3,4,5,6, 7, 8, 9 

10,11 

2,4,6,8 

11,12 

2,4, 13,~ 14, 15,7,~9 

2,4,13,6,8 

16,4,13,6,14,15,7,8 

17,13,6,8 

17,13,6,14,15,7,8 

17,13,6,18 

17,13,6,14,15, 7 

14,15,19,20 

21,22 

1: Doi et al. (1990b); 2: Wallen and Rohwedder (1974); 3: Braunegg et al. (1978); 4: Findlay 
and White (1983); 5: Riis and Mai (1988); 6: Gross et al. (1989); 7: Abe et al. (1994); 8: Choi 
and Yoon (1994); 9: Jung et al. (2000); 10: Karr et al. (1983); 11: Hesselman et al. (1999); 12: 
Del Don et al. (1994); 13: Lageveen et al. (1988); 14: Huijberts et al. (1992); 15: Huijberts et 

al. (1994a); 16: De Smet et al. (1983); 17: Brandi et al. (1988); 18: Kim et al. (1991); 19: 
Cromwick et al. (1996); 20: He et al. (1998); 21: Lee et al. (1996); 22: Kellerhals et al. (2000). 
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Tableau B.l Des enzymes lytiques d'origine microbienne et conditions optimales de 
digestion. (Tiré de : Andrews et Asenjo, 1987.) 

Optimum
Source Substrate Ref. 

pH 

Oerskovio xonthineolyticoj	 Saccha romyces, 13-15 

Arthrobocter luteus Candida, 

Arth robocter G J M -1 Hansenula, 

(Zymolyase/Lyticase) Pichia and
 

glucanase 5-6.5 45-50 other yeasts
 

protease (alkaline) 9-10 35
 

whole yeast cell activity 7.5 30-35
 

Oerskovio CK 

glucanase with 35-40 S. cerevisioe 16 

proteolytic activity 60 

whole yeast cel! activity 9.0 35-40 

Rhizoctonio sp. 

glucanase 5.5 55-60 Candida, 18 

protease 6.5 40 Saccharomyces, 

who le yeast cell activity 6.0 40 Hansenula 

Cytophogo NCIB 9497 9.0 45-55	 S. cerevisioe, 19 
Bacillus, 
Corynebacteria, 
E. coli 

Lysozyme 6-7 35 E. coli 
(hen egg-white) M. Iysodecticus and 

other bacteria 

Cytophogo B-30 9.5 50 Staphilococcus a 
(Lysopeptase) 

Stophylococcus sp. 6-7 37 Micrococcus luteus 21 

Streptomyces globisporius 6.5 50 M. Iysodecficus 22 
(N-acetylmuramidase) Streptococcus 
(Mutanolysin) 

Micromonosporo sp. 11 60 E. coi! 23 
(Iytic protease) S. morcescens 

P. oeroginoso 
B. subtilis 

Boeil/us subtilis	 7.8-8.5 30 E. coil 24 
(Iytic protease) 

a: Miles Technicallnformation (1984) Iysopeptidase. 
13: Scott and Schekman, (1980); 15: Vrsanska et al. (1977); 16: Obata et al. (1977); 18: 
Kobayashi et al. (1982); 19: Andrews and Asenjo, 1986; 21: Valisena et al. (1982); 22: 
Hayashi et al. (1981); 23: Suzuki et al. (1985); 24: Borovikova et al. (1980). 
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CHROMATOGRAMMES DES PRODUITS DÉRIVÉS DES PHA, OBTENUS
 

PAR LES DIFFÉRENTES TECHNIQUES UTILISÉES
 

Chromatogramme méthanolyse acide-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire SPB-I 

Chromatogramme méthanolyse acide-GCIFID, PHB dans la biomasse, colonne SPB-I 

Chromatogramme méthanolyse acide-GC/FID, PHB dans la biomasse, colonne capillaire 

DB-WAXetr 

Chromatogramme méthanolyse acide- HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire 

DB-WAXetr 

Chromatogramme méthanolyse acide- HS/SPME-GC/FID, PHB dans la biomasse, colonne 

capillaire DB-WAXetr 

Chromatogramme méthanolyse acide-MO- HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne 

capillaire DB-WAXetr 

Chromatogramme méthanolyse acide-MO- HS/SPME-GCIFID, copolymère P(3HB-co

3HV), colonne capillaire DB-WAXetr 

Chromatogramme méthanolyse acide - MO- HS/SPME-GC/FID, PHB dans la biomasse, 

colonne capillaire DB-WAXetr 

Chromatogramme hydrolyse alcaline - HPLCflN, PHB (étalon) 

Chromatogramme hydrolyse alcaline - HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire 

DB-WAXetr 

Chromatogramme hydrolyse alcaline - MO - HS/SPME-GCIFID, PHB (étalon), colonne 

capillaire DB-WAXetr 

Chromatogramme hydrolyse acide - HPLC/UV, PHB (étalon) 

Chromatogramme hydrolyse acide - HS/SPME-GCIFID, PHB (étalon), colonne capillaire 

DB-WAXetr 
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a) b) 
Figure C.l Méthanolyse acide de 20 mg PHB avec 2 mL de MeOH acidifié (10 % (v/v) H2S04), 

contenant 8 g L- I d'acide benzoïque (AB) comme étalon interne et 2 mL CHCh, a) chauffage 
classique (3 h, 100 oC), b) chauffage par micro-ondes (MO) 4 min, PMO =110 W. Injecteur split, 

volume d'injection 1 ilL. Colonne capillaire SPB-l connectée à un détecteur FID. 
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a) b) 
Figure C.2 Méthanolyse acide de 20 mg de biomasse renfermant 60 % en PHB (mg PHB/mg 

biomasse sèche), a) méthode classique, b) chauffage par MO. Injecteur split, volume d'injection 1 
ilL. Colonne capillaire SPB-l connectée à un détecteur FID. 
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Figure C.3 Méthanolyse acide de 10 mg PHB avec du MeOH acidifié (10 % (v/v) H2S04), 

contenant 8 g L- I d'AB et 2 mL CHCi) (méthode classique). Injection directe de la phase 
organique (1 flL). Colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID. 

.

."..~-

a) b) 
Figure C.4 Méthanolyse acide de 10 mg PHB avec du MeOH acidifié (10 % (v/v) H2S04) et: 

a) 8 g L- I
; b) 1 g L- I d'AB. SPME sur une fibre 50-30flm Stable Flex (23-Gauge) 

Divinylbenzene/CarboxenIPolydimethylsiloxane (DYB/CARJPDMS). Colonne capillaire DB
WAXetr/détecteur FID. 
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Figure C.S Méthanolyse acide-HS/SPME-GC/FID de 20 mg d'une biomasse renfermant 60 % en
 
PHB avec MeOH/H2S04 (10 % (v/v)/AB (1 g L· I). Fibre: 50-30 Ilm DYB/ CARlPDMS Stable
 

Flex (23-Gauge). Colonne DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.6 Méthanolyse acide-MO-HS/SPME-GCIFID. PHB= 2 mg, PMo=IIO W, tR= 4 min.
 
Séparation et analyse par GC sur une colonne DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.7 Méthanolyse acide de 10 mg du copolymère P(3HB-co-3HY) (70: 30 % mol ).
 
Chauffage par MO (PMo=IIO W, tR=5 min) et SPME sur une fibre 50-30 Jlm DYB/CARlPDMS
 
Stable Flex (23-Gauge). Séparation et analyse par GC sur une colonne DB-WAXetr/détecteur
 

FID.
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Figure C.S Méthanolyse acide-MO-HS/SPME-GCIFID. Biomasse (20 mg) renfermant 60% en 
PHB. Chauffage par Mû (PMo=110 W et tR= 4 min). Séparation et analyse par GC sur une 

colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID. 
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Figure C.9 Hydrolyse alcaline (10 mg de PHB + 1mL NaOH 4 M, 4h à 70 OC). Séparation et 
analyse par HPLC-UV à 210 nm. PHB exprimé par l'acide crotonique (AC) à 43 min le cis-AC et 

à 47min le trans-AC. Et à 23 min par l'acide hydroxybutyrique (3HB), 
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Figure C.I0 Hydrolyse alcaline-HS/SPME-GC/FID. Fibre: SO-30llm DVB/CARlPDMS Stable
 
Flex (23-Gauge). Colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.U Hydrolyse alcaline-MO-HS/SPME-GCIFID. Fibre: SO-30llm DVB/CARJPDMS
 
Stable Flex (23-Gauge). Colonne capi Ilaire DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.12 Hydrolyse acide (10 mg de PHB + 1mL H2S04 (9S-98 % v/v), 4h à 70°C). 
Séparation et analyse par HPLC-UV à 210 nm. PHB exprimé par les isomères cis et Irans 

de J'acide crotonique à 43 min et 47 min respectivement. 
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