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RESUME

Les polyhydroxyalcanoates forment une famille de polyméres naturels, biodégradables et
biocompatibles, a laquelle appartient le poly(3-hydroxybutyrate) ou PHB. 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 PHB intracellulaire.

Dans ce travail, la bactérie Alcaligenes latus a été utilisée pour transformer le saccharose en
PHB. Pour Il'analyse du PHB a I’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 I’utilisation du chloroforme et
de minimiser les étapes de préparation de I’échantillon avant ’analyse par GC. La SPME a
été mise au point en utilisant une fibre de DVB/CAR/PDMS pour I’extraction de I’acide
crotonique produit par I’hydrolyse et de I’ester méthylique issu de la méthanolyse. Les
limites de détection, de quantification et de linéarité ont été trés satisfaisantes et toutes les
approches développées ont été validées. La méthanolyse du PHB sous irradiation micro-
ondes (MO) a permis de réduire le temps de réaction de 3 h a4 4 min. Pour la récupération du
PHB, plusieurs techniques d’extraction ont été utilisées dont I’extraction au chloroforme
assistée par sonication et par MO et la lyse enzymatique avec la kitalase. Aprés 5 min
d’irradiation a4 440W, il a été récupéré 86 % = 10 % du PHB avec 3 mL de chloroforme. Sans
’application des MO, il a fallu 48 h et 10 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 le dosage du PHB
intracellulaire en moins d’une heure. Pour la récupération du PHB, la technique plus efficace
a été I’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 GENERALE

Au cours de ces derniéres décennies, les polyméres dérivés du pétrole ont pris une place
prépondérante dans la vie de tous les jours, représentant plus du 90 % des plastiques
commercialisés. Face a 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 matiéres premieres conventionnelles qu’il utilise. C’est pourquoi les
recherches sur les plastiques biodégradables produits a 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 polymeres issus de la pétrochimie. Les PHA sont des biopolyméres
issus de ressources renouvelables, produits par une grande variété de bactéries qui le stockent
comme réserve énergétique intracellulaire. Les PHA peuvent étre totalement dégradés par
des microbes. Malgré son caractére biodégradable et biocompatible qui permet d’envisager
des applications dans de nombreux domaines, leur utilisation reste trés limitée en raison de

leur cout 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 biopolyméres. La méthode classique de dosage des
PHA est une méthode lourde faisant appel a la dérivatisation et I’extraction liquide-liquide
avant ’analyse par chromatographie gazeuse (GC). L’utilisation de la micro-extraction en
phase solide (SPME) comme méthode de préparation de I’échantillon a analyser, permettra
d’extraire spécifiquement et quantitativement les composés dérivés avant de les analyser par
chromatographie gazeuse. Aussi il sera envisagé I’utilisation des micro-ondes (MO) pour
réduire de fagon importante le temps de la réaction de dérivatisation précédant I’analyse par
GC.



Le second objectif de ce travail sera de proposer une paramétrisation (et donc une possible
optimisation) de I’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 actuellement, qui sont polluants et qui peuvent entrainer une dégradation partielle du

produit final.

[’extraction de molécules issues des biomatériaux, par les techniques conventionnelles, se
révéle étre une étape souvent délicate et trés longue qui nécessite une consommation
importante de solvant. Le développement de techniques modernes, ’extraction assistée par
micro-ondes ou ultrasons, a pour but de palier ces difficultés en augmentant I’efficacité, la

sélectivité et la cinétique d’extraction par une chimie plus respectueuse de I’environnement.

La lyse, ou digestion enzymatique, est une technique de récupération des biopolyméres sans
solvant organique. Elle permet I’isolement efficace et précis du PHA accumulé dans
'dlcaligenes eutrophus, 1'Alcaligenes latus, 1’ Escherichia coli, et tout autre microorganisme
dont les parois cellulaires sont susceptibles d'étre 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 &: se familiariser avec des polymeéres
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 ’extraction des PHA.

Ce projet a été fait en collaboration avec des chercheurs du Groupe Chimie Analytique et
Environnementale a 'IRB-CNRC. La révision bibliographique a été subdivisée en trois
chapitres, le premier présente un survol des polymeéres, des biopolyméres et notamment des
biopolyméres 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 I

POLYMERES. GENERALITES ET PROBLEMATIQUE

1.1 Généralités

Les plastiques ou polyméres peuvent étre d'origine naturelle, obtenus par modification
chimique d'un polymére naturel, ou enticrement synthétisés par voie chimique ou
enzymatique par une réaction de polymérisation. Les polymeres sont souvent classés d'aprés
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 I'action de la chaleur ou par addition d'un additif et
les élastoméres, qui sont déformables de maniére réversible. Les polyméres industriels
peuvent étre fabriqués a partir d'un seul type de monomeére, ce sont des homopolyméres,
comme par exemple le polystyréne, ou & partir de plusieurs types de monomeres pour donner

des copolymeres, comme par exemple l'acrylonitrile butadiéne styréne (Wikipédia, 2007).

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

pétrochimiques conventionnels et polymeres issus de ressources renouvelables.

1.2 Polyméres pétrochimiques conventionnels

Les plastiques pétrochimiques constituent une industrie importante, en pleine croissance. Prés
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 &4 4 % en Amérique du Nord et de 4 3 5 % en
Europe. L’emballage est le principal segment de marché aux Etats-Unis (25 %) et en Europe
(36 %) (AAC, 2003). Les polyméres ou plastiques pétrochimiques conventionnels (PPC)



comme le polyéthyléne (PE), le polypropyléne (PP) et le polychloroéthyléne ou polychlorure
de vinyle (PVC) requierent généralement beaucoup de temps (entre 200 et 1000 ans) pour
leur totale biodégradation. Alors qu’a 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 polyéthylene est le premier polymére 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 a l'agriculture. Le PE représente a lui seul 50 % des
emballages plastiques. 1l 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 3*™ matiére plastique la plus utilisée dans le monde aprés le polyéthyléne et
le polypropyléne. Le PVC est extrémement persistant en présence de conditions
environnementales normales. Au niveau de I'élimination, une prudence particuliére s'impose
car une combustion incompléte entraine la formation de matiéres trés toxiques, par exemple
de I’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 a l'utilisation de ce

produit (SFC, 2007).

En général, les PPC sont intéressants pour une utilisation a long terme, mais pas pour une
utilisation & court terme. Leur utilisation massive induit des déchets abondants a I’origine
d’un probléeme écologique planétaire.  La présence des matiéres plastiques dans
I’environnement doit enfin étre considérée comme une réelle pollution au méme 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 PPC. Le recours au plastique entraine donc une dépendance aux

matieres premiéres non renouvelables, telles que le pétrole et le gaz naturel.



1.3 Polyméres biodégradables

Parmi les polymeres biodégradables, on distingue deux grandes familles : les polyméres
biodégradables d’origine fossile, tels que les polyoléfines et les polyesters aliphatiques

biodégradables, et les biopolymeéres biodégradables issus de ressources renouvelables.

1.3.1 Polymeéres biodégradables issus de ressources fossiles (pétrochimiques)

De nombreux polyméres biodégradables peuvent étre obtenus a partir de ressources fossiles,
notamment le poly(e-caprolactone) (PCL), le polyéthyléne 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. 1l s'agissait de
développer des polymeéres combinant les bonnes propriétés d'usage des polyméres

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

Dans cette catégorie, sont placés les matériaux « dégradables » obtenus a partir de
l'association de polyméres traditionnels d'origine pétrochimique, tel que le polyéthyléne, avec

un composé naturel biodégradable qui peut étre de I'amidon ou de la cellulose.

Le polyéthylene constitue alors la matrice de I'ensemble et l'amidon (environ 10 %) est
dispersé au sein de la structure. Les micro-organismes consomment |'amidon et laissent le

polymeére bio-fragmenté (ADEME, 2006).

Les polyoléfines, le polyéthyléne et particulierement le polypropyléne, peuvent étre
oxydativement instables dans I’environnement. Cette instabilité est issue de la présence
d’impuretés au sein du polymeére, les plus courantes sont des molécules porteuses de
groupements hydroperoxydes, impuretés qui induisent une instabilité vis-a-vis de |’oxydation

(Rutot et Dubois, 2004).

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

thermoplastiques additivés. Il s'agit d'un polyéthyléne contenant un agent oxydant qui serait



selon certains spécialistes, du dithio carbamate de fer, du nickel, du manganése ou du stéarate
de nickel pour favoriser la « biodégradation ». Ils ne sont donc pas biodégradables, mais
plutdt «dégradables». Ces métaux, n’étant pas assimilables par les microorganismes,

pourraient poser un probléme d’écotoxicité (Feuilloley et al., 2005).

Le Neosac est une innovation frangaise, proposée en 2002, Neosac est un sac en plastique
additivé. Dans ce cas ci, la dégradation du polyéthyléne a lieu en deux temps. A I’extérieur,
le plastique est soumis a la chaleur, la lumiére et I’oxygene, 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 apres la

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

Selon ses concepteurs, I’assimilation du Neosac par le sol ne laisserait derriere lui que de
’eau et du CO2. Sa destruction est due au rajout de trois additifs, photo-inducteur, thermo-
oxydant et stabilisant, et non a la seule action des micro-organismes, comme dans le cas du

papier ou de I’amidon (Maxence, 2005).

L’un des polyesters aliphatiques pétrochimiques les plus connus est assurément la poly(e-
caprolactone) ou PCL. Sa dégradation s’opeére par clivage de la fonction ester par hydrolyse
ou scission enzymatique. La PCL peut €tre obtenue par polymérisation d’ouverture de cycle
de la lactone correspondante, I’e-caprolactone, catalysée par un catalyseur a base d’étain, plus
précisément, 1’octoate d’étain (Rutot et Dubois, 2004). Des réactions de polycondensation,
permettant ’obtention de la PCL, nécessitent des températures élevées (supérieures a 180
°C), des temps de polymérisation trés longs et I’élimination des sous-produits pour
finalement ne conduire qu’a 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 a haute température entre des diols et des diacides carboxyliques. Dans ce

groupe sont répertoriés les polyesters enticrement aliphatiques comme le



poly(butyléne/éthyléne-adipate/succinate) obtenu par réaction de condensation de I’éthyléne
glycol et du butane-1,4-diol avec les acides adipique et succinique et commercialisés par
« Showa High Polymers » sous le nom de Bionolle® et les polyesters aromatiques comme le
poly(butyléne adipate/téréphtalate), produit par réaction de condensation entre le butane-1,4-
diol et un mélange d’acide adipique et téréphtalique (avec moins de 25 % en diacide
aromatique), commercialisé a la fois par Eastman Chem (Eastar Bio®) et par BASF

(Ecoflex®) (Rutot et Dubois, 2004).

L’utilisation des polyméres biodégradables issus de la pétrochimie présente des
inconvénients non négligeables. Tout d’abord, étant d’origine fossile, leur dégradation
produit du CO; qui est renvoyé dans I’atmosphére, contribuant de ce fait & [’augmentation de
I’effet de serre. Ensuite, il convient de se soucier de la disponibilité de ces matiéres

premiéres, qui sont loin d’étre inépuisables et dont le prix ne cesse d’augmenter.

Le contexte écologique et économique actuel met I’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 Polymeéres biodégradables issus de ressources renouvelables

Les biopolyméres biodégradables issus de ressources renouvelables peuvent étre classés en

trois catégories :

e les polyméres d’origine bactérienne comme les lipides de type acide gras tels les
polyhydroxyalcanoates (PHA);

o les polymeéres issus directement des ressources végétales : polysaccharides, protéines
et lipides (PHA);

e les polyméres dont seuls les monoméres sont issus de la biomasse tels que les

polyméres dérivés des acides lactiques : le poly(acide lactique) noté PLA.



Ces biopolyméres, 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 I’avantage non négligeable, de ne pas contribuer a
I’augmentation de I’effet de serre. En effet, le CO, issu de leur dégradation réintégre le cycle
biologique ou il permet de synthétiser de nouvelles biomolécules via le processus de la
photosynthése. Le bilan global en CO, peut ainsi €tre nul et sans effet négatif sur notre

environnement.

Le tableau 1.1 donne un apergu de la large gamme des biopolyméres naturels. En général,
ces molécules peuvent étre 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 étres vivants : végétaux, animaux et micro-
organismes (bactéries, champignons, algues). Le polymere s’accumule dans le cytoplasme
de certaines bactéries placées en condition de fermentation et en excés d’une source de
carbone. Les PHA peuvent également €tre synthétisé dans certaines plantes. Dans ce cas, la
production de PHA est effectuée par transformation génétique des plantes a l'aide de génes
modifiés de micro-organismes. Les dits geénes codent les enzymes nécessaires pour

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

Y
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Figure 1.1 Unité monomérique (HA) des polyhydroxyalcanoates (PHA).
(Tiré de : Ojumu et al., 2004.)



Tableau 1.1 Apergu de la famille des biopolyméres d’origine naturel. (Source : USCOTA, 1993.)

Polyesters
PLA (polyméres d’acides lactiques)
PHA (polyhydroxyalcanoates)

Protéines

Zéine, Gluten, Polyacides aminés

Silks , Collagéne/gélatine, Elastine
Résiline, Adhésives, Sérum d’albumine
Soya, caséine

Polysaccharides bactériens

Gellane, Dextrane, Xanthane
Curdlane, Lévane, Polygalactosamine
Celluloses bactériennes

Polysaccharides fongiques
Glucane de levure
Pullulane, Elsinane

Polysaccharides (plantes/algues)
Amidon, Cellulose, Pectine, Agar, Alginate
Carraghénane, Konjac, Gommes

Polysaccharides (animal)
Acide hyaluronique, Chitine / chitosane

Lipides / surfactants
Acétoglycérides, cires, Emulsan

Polyphénols
Lignines, Tannins, Acides humiques

Autres polymeéres

Shellac

PGA (poly-gamma-glutamique)

Polymeéres synthétisés a partir de graisses et
d'huiles (ex :. nylon a partir de I'huile de
ricin)

Le premier PHA isolé et caractérisé a été le poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) (Lemoigne,
1926). Plus tard, Wallen et Rohwedder (1974) rapportent I’identification d’autres PHA, le

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

ont déja été caractérisés, avec des polyméres contenant des liaisons insaturées ou divers

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

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

élastomeéres, avec des points de fusion s'étendant de 40 4 180 °C.
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Tableau 1.2 Structure générale des PHA (homopolymeres).

n R Homopolymere Acronyme
1 hydrogéne 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 hydrogéne poly -4-hydroxybutyrate (4HB) PAHB
3 hydrogéne poly -5-hydroxyvalérate (SHV) PSHV

netR, de la figure 1.1
Tiré de : Doi, Y., Microbial Polyesters, chapitre 3, VCH, New York, 1990, p. 33-62.

En général, les PHA a chaines latérales courtes se comportent comme des thermoplastiques,
de méme que le polypropyléne. Ceux dont les chaines latérales sont longues ont des

propriétés qui les rapprochent davantage des élastomeres.

Les PHA peuvent étre homopolymeéres (tous les motifs de répétition (monomeéres) sont de
méme nature chimique) ou copolymeéres (formés de plusieurs types de monomeéres). En
général, les copolymeéres 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. lls ont vu le jour dans le but d’améliorer les propriétés physiques et
mécaniques des homopolymeéres et de permettre leur utilisation en remplacement des
plastiques conventionnels. Parmi eux se  retrouve le poly(3-hydroxbutyrate-co-3-
hydroxyvalérate) not¢ (P(3HB-co-3HV) ou PHBV. La figure 1.2 illustre les homopolyméres,
PHB et PHV et leur copolymére, PHBV.
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Figure 1.2 Les homopolymeéres, PHB et PHV et leur copolymére, le PHBV.

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 a la chaleur et ses
propriétés biodégradables en font un thermoplastique idéal. En plus, il se métabolise
complétement 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 caracteres biodégradable et biocompatible du PHB, qui permettent d’envisager
des applications dans de nombreux domaines, son utilisation reste trés limitée en raison de
son caractére 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 intérét commercial. Tous les deux ont attiré 'attention comme matiére plastique parce
que leurs propriétés physiques sont remarquablement semblables a celles du polypropyléne
(PP), quoique les deux polymeéres aient les structures chimiques tout a fait différentes. Le
tableau 1.3 résume quelques unes des propriétés de thermoplastiques d’origine bactérienne et
des thermoplastiques conventionnels tels que le polyéthyléne téréphtalate (PET) et le

polypropyléne (PP).
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Tableau 1.3 Propriétés physiques et mécaniques des différents polyméres.

P(3HB-4HB) | P(3HO-3HH) P(3HB-3HV)
Propriété PET PP PHB . X _ _
16% 4HB 11% 3HH 3% 25 %
T {°C) 267 176 177-180 150 61 170 137
T, (°C) 69 -10 4 -7 -36 8 -6
Cristallinité (%) | 30-50 | 50-70 60-80 45 30 - 40°
Densité (gcm™) | 1,385 | 0,905 1,250 - - - -
A (%) 100 400 6 444 300 - -
RRT (MPa) 70 38 40 - - 38 30
A-6q (%) 0,40 0,01 0,20 - - - -
MY (GPa) 2,9 1,7 3,5 - - 2,9 0,7

T¢: Température de fusion; T, : Température de transition vitreuse; A : Allongement a la rupture en
traction; RRT : Résistance & la rupture en traction; A-€q : Absorption d'eau — équilibre; MY Module de
Young; (¢): 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,
VCH, New York, 1990, p. 99-133.

Les échantillons du copolymére P(3HB-co-3HV), ayant entre 0 et 25 % mol de 3HV, sont
plus flexibles que ceux de PHB, I’augmentation du nombre d’unités de 3HV a entrainé une
diminution du module de Young. La température de transition vitreuse (T,) des copolyméres
diminue linéairement avec ’augmentation de la concentration molaire de 0 a 95 % mol de
3HV et de 0 a 82 % mol de 4HB (Doi, 1990). La température de fusion (Ty) diminue
également avec ’augmentation de la concentration molaire de 3HV dans cette gamme de

concentrations.

La cristallinité des polyméres 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 fagon importante du nombre d’unités de chaque homopolymere qui forme le

copolymere tel que montré dans le tableau 1.4.
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Tableau 1.4 Composition et propriétés des filmes de PHA.

3HB 3HV 4HB
Cristallinité(%) Poids moléculaire
{% mol)

100 0 0 60+5 782 000
91 9 0 5815 -

47 53 0 635 -
5 95 0 70+5 -

90 0 10 4515 -

56 0 44 15+5 -

76 24 0 - 291000
55 45 0 - 400 000
29 71 0 - 254 000
89 0 11 - 223 000
83 0 17 332 000
18 0 82 129 000

- : 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, I’A.
eutrophus et I’E. coli recombinant ont été comparées dans les travaux de Hahn et a/. (1995 et
1998). La caractérisation morphologique des deux polymeres a été effectuée in vivo et apres
I’extraction avec du chloroforme et de I’hypochlorite de sodium par calorimétrie a balayage
différentiel (DSC). Le PHB provenant de I’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 ’A. eutrophus était beaucoup plus amorphe (degré de cristallinité de
16 %). L’analyse par calorimétrie a balayage différentiel (DSC) aprés extraction et
purification était entre 60 et 65 %. Ceci a fait suggérer aux auteurs que la formation d’une
structure cristalline dans le PHB provenant de I’4. eutrophus se produit durant les étapes

d’extraction et de récupération.
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1.4.2 Production des PHA par fermentation 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 a faire appel a des microorganismes pour transformer des substances organiques en
l'absence d'oxygene. La fermentation productrice de polyesters bactériens peut conduire, en
moins de 40 h, a une solution contenant de I’eau, des sels et des cellules renfermant jusqu’a

90 % de leur poids sec en polymére (Doi, 1990).

Plus de 250 souches bactériennes, des espéces gram-négatives et gram-positives, sous leur
forme sauvage ou recombinante, sont capables de stocker des lipides sous forme d'acides

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

Les genes de la biosynthese du PHB d'dlcaligenes eutrophus ont été clonés dans des
bactéries communes telles que I’ Escherichia coli, |’ Aérogenes et la Klebsiella (Dennis et al.,
1998). Les genes d'dlcaligenes eutrophus ont aussi ét€¢ exprimés dans Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida et
Pseudomonas syringae (Steinbiichel 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.

[ls 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. [l a ét€¢ montré qu’il est possible de produire du PHA a partir de 137
substrats différents (Gillis et al., 1995). Plusieurs de ces polymeéres sont en effet produits a
partir de matiéres premiéres agricoles, comme la canne a sucre, le mafs, le soya, la betterave a
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
transformation 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

polymeres biodégradables.



15

Plus récemment, les chercheurs du laboratoire de chimie environnementale et analytique a
IIRB-CNRC ont découvert que la séve d'érable pouvait servir a alimenter, comme source
unique de carbone, |’Adlcaligenes latus pour la production de polymeres. L’intérét de cette
réaction provient de la possibilité d’utiliser la séve 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 excés de carbone et une limitation de I'apport
d'autres substances nutritives telles que, I’ammonium, le sulfate, le phosphate, le fer, le
magnésium, le potassium ou I’oxygéne (Doi, 1990; Steinbiichel et al., 1992). En créant ce
déséquilibre, les microorganismes cessent de se multiplier pour commencer & produire du
PHA.

Les conditions physico-chimiques de la culture (substrat, pH, température, force ionique,
oxygénation, rapport C/N ou C/P, agitation) modulent le rendement de la production ainsi
que certaines caractéristiques du polymere final tel que le degré de polymérisation ou encore
le pourcentage molaire des unités monomeéres. Ainsi, en fournissant a 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, apres lequel, la biomasse est centrifugée, rincée, congelée et lyophilisée. La
lyophilisation consiste & congeler la biomasse humide et & sublimer I’eau congelée sous vide.

La biomasse déshydratée et refermant le polymeére, est analysée afin de déterminer le bilan en
PHA.



16

1.4.3 Biosyntheése des PHA

La biosynthése des PHA est un ensemble complexe de réactions impliquant différentes
enzymes. Des bactéries comme Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium, Pseudomonas
oleovorans, etc., possédent des geénes codant les enzymes responsables de la synthése: la
béta-cétothiolase, 1’acétoacétyl CoA réductase et la polyhydroxyalcanoate synthase (PHA-
synthase).

La biosynthése du poly3-hydroxybutyrate (PHB) et du poly3-hydroxybutyrate-3-
hydroxyvalérate (PHBV), proposée par Doi, 1990 et Steinbiichel, 1991; Lee, 1996, et
illustrée dans la figure 1.3, débute avec la condensation de deux molécules de
lacétylcoenzyme A (acétyl-CoA) avec l'acétoacétyl-CoA en présence de I’enzyme 3-
cétothiolase (3-ketothiolase). Ceci est suivi de I'action de la réductase de I’acétoacétyl-CoA
qui réduit l'acétoacétyl-CoA a 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 copolymeére, noté PHBV ou P(3HB-co-3HV) (Doi, 1990 et Lee, 1996).

Acide pentanoique Glucose
ATP + CoASH
CoA-synthﬁ l cycle TCA
AMP + PPi
propionyl-CoA acétyl-CoA

3-cétothiolase 1\‘
CoASH CoASH

3-ketovaleryl-CoA aceétoacétyl-CoA

NADPH + H’ NADPH + H’
acétoacétyl-CoA-réductase
NADP” NADP’

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

PHA-synthase }\'
CoASH CoASH

PHBV PHB

Figure 1.3 Biosynthése du PHB et du PHBV dans I'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 énantioméres, la réactivité chimique ou biochimique de l'un des
isoméres par rapport a certains agents, notamment les enzymes, peut différer radicalement.
Les synthétases de PHA de 1'd/caligenes eutrophus et des Pseudomonas oleovorans peuvent
seulement polymériser des 3-hydroxyalcanoates et ceci, dans une gamme de nombres de
carbone de 3 a 14 (Anderson et Dawes, 1990). Divers substrats, D(-)- et L(+)-3-hydroxyacyl-
CoA, avec des chaines 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 |’Escherichia coli recombinant possédent un trés 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
homopolymeére PHB. Et, comme déja vu a la figure 1.3, si I’acide pentanoique est aussi
présent, le sous-produit qui en découle est le copolymére. En employant de l'acide
pentanoique en tant que source unique de carbone, la proportion du 3HV dans le PHA produit
par I'A. eutrophus est de 90 %. La substitution de I'4. eutrophus par le Chromobaterium
violaceum, sur le méme substrat, donne un PHA avec 100 % d’unités de 3HV (Steinbiichel es
al., 1993; Poirier et al., 1995). Dans des milieux riches en saccharose, seule quelques
bactéries sont connues pour synthétiser les PHA constitués des monoméres autres que le 3HB

(Haywood et al., 1991; Williams ef 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 synthése, le
niveau d'accumulation et le rendement de PHA variaient considérablement d'une souche a
[’autre, ainsi que selon le substrat sous les mémes conditions de fermentation et pour une
méme souche. Mais en étudiant la biosynthése du PHB dans I’4. 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

G Cs Cs G G G G G Cu Cp

Alcaligenes eutrophus X X X

Alcaligenes faecalis X X

Bacillus megaterium X X X X

Pseudomonas cepacia X X

Pseudomonas 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 2x10° et 3 x 10° daltons, (John et Keller, 1996). Le tableau 1.7 montre que ce poids
moléculaire dépend également de I’hdte 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 3HvV

ATCC glucose 21 100 0

fructose 45 100 0

CH3COCH 35 100 0

CH3CH,COOH 31 69 31

CHs(CH,)3COOH 51 25 75

NCIB glucose 92 100 0

fructose 48 100 0

CH;COOH 42 100 0

CH3CH,COOH 37 64 36

CH3(CH,);COOH 45 10 90

Les concentrations données (% w/w et % mol), ont été obtenues en plagant deux souches distinctes de
la bactérie Alcaligenes eutrophus dans les mémes conditions de fermentation : 48 heures a 30 °C et
pH=7, en absence d’azote (N,), avec 20 g L' 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 3HB 3HV 4HB Mn

fructose 100 0 0 737 000
acide butyrique 100 0 0 432 000
Alcaligenes eutrophus  acide pentanoique 21 79 0 254 000
y-butyrolactone 83 0 17 369 000

glucose 100° 0 0 1210 000°

Escherichia coli * glucose 100° 0 0 1540 000°
Bacillus megaterium glucose 100 0 0 166 000
Zoogloea ramigera glucose 100 0 0 542 000

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 problemes de déchets, les plastiques biodégradables ont d’autres
avantages. En général, les propriétés des PHA comme plastiques trouvent des applications
ciblées dans des domaines trés variés notamment dans les secteurs de I’emballage, du textile,

de I’agriculture, de la pharmacie, de 1’électronique, de la médecine, de I’automobile, etc.

Les PHA sont des polymeéres 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 ’environnement biologique dans lequel il est appelé a fonctionner. Pour des
applications médicales spécifiques, en plus de la biocompatibilité, on recherche également

des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer tout naturellement dans I’organisme.

Les matériaux biorésorbables sont dégradés naturellement dans I’organisme humain par
hydrolyse enzymatique et libérent des molécules assimilables et non toxiques. En
pharmaceutique, les médicaments a libération controlée (figure 1.4) sont des exemples
d’application ou la biorésorbabilité des polymeres joue un réle important (Rabetafika et a/.,
2006).
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Principes actifs

Polyméres
biorésorbables t=x
t=0

Figure 1.4 Applications des biopolyméres : libération contrdlée 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 a peu avec
précision & mesure que I'implant se résorbera. Pour les implants médicaux, les matériaux
inertes tels que comme les céramiques sont de plus en plus remplacés par des polyméres

d’origine naturelle (Liu ef 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, ’organisme hote 1’accepte sans difficulté.

L'utilisation de plastiques biodégradables pourrait s'avérer particulierement utile dans le
domaine agricole, ou la propriété de biodégradabilité des biopolyméres est essentielle. Dans
ce domaine, les films de paillage & base de biopolyméres s’imposent progressivement en

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

Durant les années 70 suite a une crise mondiale du pétrole le prix du combustible fossile a
beaucoup augmenté. Dans ce contexte, les recherches autour des PHA ont fleuri. A la fin
des années 1980, ICI Zeneca a commercialisé des PHA. Cette société a développé un
processus pour la production a I'échelle industrielle du P(3HB-co-3HV) obtenu par

fermentation microbienne, qui a été commercialisé sous le nom de « Biopol ».
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En 1994, Monsanto Chemical achéte 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 2001, la

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

Metabolix a mis au point une voie de polymérisation qui donne des PHA trés purs, ayant des
applications biomédicales. Les geénes codant les enzymes responsables de la biosynthése des
PHA dans A. eutrophus ont ét€ exprimés dans E. coli pour comprimer les coiits de production
et simplifier la purification. Selon Metabolix, les PHA obtenus par fermentation microbienne
finiront par coliter moins de 2,82 $/kg. Les PHA produits directement dans les végétaux

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

En 2006, Metabolix a formé Telles™, un joint-venture 50-50 en participation avec Archer
Daniels Midland Company (ADM), pour commercialiser la production des biopolymére sous
le nom de Mirel™, fait par fermentation microbienne a partir de sucre de mais, sucre de
canne ou d’huiles végétales. Telles™ a mis au point une technologie fiable, compétitive et
écologiquement durable pour produire du plastique entiérement biodégradable, en utilisant

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

Procter & Gamble ont créé une famille de PHA fabriqués par des Pseudomonas sp : 1)
copolymere de 3-hydroxybutyrate (C4) avec une faible teneur de 3-hydroxyhexanoate (C6),
et 2) copolymére de 3-hydroxybutyrate (C4) avec une faible teneur de 3-hydroxyalkanoate
dont C > 6.

La résine de Procter & Gamble, appelée Nodax (P&G’s Nodax), se fagonne en films et en
feuilles, en articles moulés, en fibres, en élastiques, en laminés et en couchés, en étoffes non
tissées, en produits de synthése du papier et en mousses. Elle possede des propriétés
semblables a celles d’une polyoléfine et des propriétés de surface trés semblables a celles du
PET, notamment la fixation des encres d’impression et des colorants. Le Nodax possede de
nombreuses propriétés qui le rendent attrayants pour ’emballage flexible et il devrait se
préter a ’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 Inc. se spécialise dans la mise au point de biopolymeres de type PHA,
en employant des bactéries pour la fermentation de sirop de glucose. Les matiéres
actuellement envisagées englobent les gels et les crémes pour les systémes 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 coilit des matériaux
biodégradables qui a I’heure actuelle reste de 2 a 10 fois supérieur a celui des plastiques
d’origine pétrochimiques. Ces colts peuvent €tre améliorés grice a de nouvelles
technologies ou a de nouveaux concepts beaucoup plus simpies et intégrés de transformation

directe d’une mati¢re végétale (ADEME, 2006).

1.5 Biodégradabilité des biopolyméres

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 ’action de microorganismes par exemple par
voie enzymatique conduisant a une décomposition au niveau moléculaire. 1l en résulte alors
la formation de CO, et H,O en présence d’oxygene (ou la formation de CH,, CO,, H,O en

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

Les bactéries, les champignons et les algues sont les principaux microorganismes impliqués
dans la dégradation des polyméres. Griace aux enzymes qu’ils excrétent, ces
microorganismes peuvent utiliser les polymeres et leurs produits de dégradation comme

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

La biodégradabilit¢ de la plupart des biopolymeres est due & la présence de liaisons

facilement clivables comme les liaisons esters ou amides conduisant a 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 biosynthése (Gu, 2003). A Popposé, les polyméres
pétrochimiques conventionnels dont le squelette carboné est constitué de liaisons covalentes
C-C, requicrent 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 €tre le résultat d’un mécanisme
radicalaire (oxydation biologique) ou d’un changement chimique (hydrolyse biologique).
Dans le cas de ’oxydation biologique, les enzymes réagissent directement avec 1’oxygene
comme les cytochromoxidases qui sont des enzymes actives dans la chaine respiratoire. La
plupart du temps, [’oxygene est incorporé directement dans le substrat (cas des oxygénases).
Parfois, il joue le role d’un accepteur d’hydrogene (cas des oxydases). Quant a I’hydrolyse
biologique, les protéases catalysent ’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 polymeres 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
polyméres 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'a présent, plus de 10 PHA-dépolymérases
différentes ont été purifiées et caractérisées (Brandl et al., 1995). Ces dépolymérases sont
excrétées par les mémes microorganismes qui produisent les PHA et qui sont communs dans
les sols, par exemple I’Alcaligenes faecalis et la Pseudomonas lemoignei. Elles attaquent
préférentiellement les PHA et les convertissent en unités monomériques. Le mécanisme de
biodégradation est le méme que celui de la biosynthese (figure 1.3) mais dans le sens opposé,
il s’agit du métabolisme cyclique des PHA. Donc, la PHA-dépolymérase, troisieme enzyme

lors de la biosynthese, sera la premiére enzyme durant la dégradation (Doi, 1990).
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Pour tirer profit de la biodégradabilité¢ des matériaux, ils doivent aussi étre compostables. Le
PHB et d’autres PHA ne sont toutefois décomposés que lorsque des phosphates, de I’azote,
des sels, de la chaleur et de I’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 copolymeres (Kang et al., 1995). Les propriétés de biodégradation pourront étre ajustées
en jouant sur la nature, la composition et la structure (masse molaire, taille, cristallinité,...)

du PHA produit (Dot, 1990).

Des études réalisées ont montré que des films (8 cm de diamétre et 0,07 mm d’épaisseur) de
P(3HB-c0-9% 4HB), P(3HB-co-50% 3HV), P(3HB-co-21% 3HV) et PHB, a des
températures entre 16 et 30 °C requierent de 2 a 8 semaines pour leur total dégradation. La
vitesse de dégradation des copolyméres dépend de leur structure. Le P(3HB-c0o-9% 4HB) a
été complétement dégradé aprés deux semaines, tandis que le P(3HB-c0-21% 3HV) et le
PHB ont nécessité huit semaines (Doi, 1990). 1l 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’apres 100
jours (Shin et al., 1997).



CHAPITRE I

METHODES D’ANALYSE DES PHA

Deux approches sont possibles afin de déterminer la quantité de biopolymére accumulé dans
un microorganisme: 1) I’analyse directe de la biomasse contenant le polymére, 2) I’analyse

du PHA préalablement extrait de la biomasse.

En raison de leur taille moléculaire, les biopolyméres ne peuvent pas étre directement
quantifiés par des techniques simples comme la chromatographie en phase liquide (LC) ou la
chromatographie en phase gazeuse (GC). Ils doivent étre dépolymérisés (hydrolysés), pour
étre analysés par HPLC. Pour utiliser la GC, chaque groupement chimique polaire doit étre

dérivatisé pour rendre la molécule volatile.

D’autres techniques telles que la spectrométrie infra rouge a transformée de Fourier (FTIR),
la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et les nouvelles approches de la
spectrométrie de masse en tandem (MALDI/MS) n’ont pas besoin d’une étape de

dépolymérisation mais le polymeére doit étre extrait de la biomasse avant I’analyse.

2.1 Historique

La gravimétrie, utilisée par Lemoigne en 1926, fut la premie¢re 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 & mesurer la turbidité d’une solution d’hypochlorite apres
disruption compléete des cellules. L’hypochlorite de sodium a été substitué par [’acide

sulfurique concentré et chaud conduisant ainsi a4 la formation de |’acide crotonique,
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détectable par absorption UV & 235 nm (Slepecky et Law, 1960). Ces méthodes ne
comportant aucune spécificité, sont devenues invalides lorsque de nouveaux PHA sont
apparus. Ces approches ont ét¢ améliorées par I’introduction de la chromatographie
d'exclusion ionique couplée a la HPLC (Karr et al., 1983), mais présente un inconvénient,
elle ne peut pas détecter des unités répétées de polymeére plus longues que 3HB (Brandl et aZ.,

1989).

Plus tard, le PHB a été identifié par chromatographic en phase gazeuse (GC) apres
’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 I’analyse du PHB intracellulaire, consistant en la dérivatisation par méthanolyse
du PHB et I’analyse par GC de I’ester méthylique de l'acide 3-hydroxybutyrique dérivé
(Braunegg et al., 1978). Cette méthode a par la suite été élargie a I’analyse d’autres PHA, le
P3HB-co-3HV (Comeau et al., 1988).

L’analyse du poly-B-hydroxybutyrate dans les bactéries a aussi été effectuée sous microscope
a épifluorescence. Les granules ont été colorés au bleu de Nil A, la fluorescence émise a 450

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

La méthode proposée par Karr et al. (1983) a été couplée avec un détecteur conductimétrique
pour I’analyse des copolyméres (Hesselmann et al., 1999). Cette méthode était basée sur la
dépolymérisation de PHB/PHV 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 I’analyse du 3HB tandis que

I’estérification avec le propanol a permis I’analyse du 3HB et du 3HV.

La spectrométrie de masse de MALDI-TOF-MS est I'une des derniéres et des plus puissantes
techniques pour la caractérisation des polyméres. Celle-ci a été récemment utilisée pour

I’étude des polyesters hyperbranchés (Chikh et al., 2007).

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

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

2.2.1 Techniques de dérivatisation

Des techniques de dérivatisation sont employées avant [’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 : [P’estérification, la silylation et !’alkylation, la méthylation, la trans-

estérification et I’acétylation (Bertrand et al, 1987; Kolb et Ettre, 2006).

La silylation est I’une des méthodes de dérivatisation la plus couramment utilisée. Il est tres
facile d’obtenir des sous-produits stables via cette technique. Ceci consiste a substituer les
hydrogenes actifs de groupes hydroxyles, thiols, amines par des groupes alkylsilyl donnant
naissance a des silyl ethers et silyl esters. Cette technique de dérivatisation a été utilisée
pour I’analyse de I’acrylamide et de I’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 (I'acide sulfurique sert de catalyseur). Le fait d'augmenter
la température accélére la réaction d'estérification. L'estérification est une réaction
équilibrée (non-totale) et réversible. L’équilibre peut étre déplacé afin d’accroitre son
rendement, soit en ajoutant |’un des réactifs en exces (généralement 1’alcool) pour ainsi
déplacer I’équilibre vers la formation de |’ester, soit en extrayant [’ester du milieu réactionnel

pour empécher la réaction inverse d’hydrolyse.

2.2.1.1 Méthanolyse des PHA

La dépolymérisation et I’estérification des PHA, avec du méthanol acidifié (méthanolyse
acide), a été utilisée comme méthode de dérivatisation précédant [’analyse par
chromatographie gazeuse (Braunegg et al., 1978; Comeau et al., 1988). Cette approche
consiste a convertir quantitativement le polyester en ester méthylique, sous I’action du

méthanol chaud, et en présence d’acide sulfurique (figure 2.1).
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o CHy CH,OH/H,SO,/CHCL /|° CHy
K/Ko 100°C,35h HO J\/I\OH
PHB n Me3HB

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 homopolymeres, le PHB et le PHV sont
respectivement convertis en ester méthylique de l'acide butyrique (Me3HB) et en ester

méthylique de I'acide 3-hydroxypentanoique ou valérique (Me3HV).

La méthanolyse suivie de I’analyse par GC a été I’une, sinon la plus utilisée, des méthodes
analytiques pour I’analyse des PHA dans la biomasse. Toutefois, comme déja vu plus haut,
la solution issue de cette réaction et renfermant le Me3HB, ne peut pas étre directement
injectée dans la colonne chromatographique puisqu’elle contient aussi du méthanol, de
’acide sulfurique et de I’eau. Aprés la dérivatisation il est nécessaire une étape de

préparation de |’échantillon avant d’étre analysé par GC.

2.2.2 Méthodes de préparation de I'échantillon

Une variété de méthodes de préparation de |’échantillon sont utilisées dépendant de la
matrice : I’extraction liquide - liquide, la distillation - condensation, ’extraction sur phase
solide (SPE) ou encore I’extraction par fluide supercritique (SFE). Ces méthodes présentent

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

L'extraction liquide-liquide : le principe est fondé sur la distribution du soluté entre les
deux phases, en fonction de son affinité pour chacune d’elles. Apres leur contact, une
séparation ultérieure des deux liquides (extrait et raffinat) permet la récupération des

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

Dans le cas de I’analyse des PHA par GC, une fois complétée la réaction et refroidies les
solutions, il est nécessaire d’ajouter de I’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 Na,SO, avant d’€tre analysée GC.



29

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 ceuvre, pas d’utilisation de solvants,
gain de temps, automatisation possible, etc., elle s'est rapidement imposée comme alternative
a l'extraction liquide-liquide et & l'extraction en phase solide conventionnelle pour la
préparation d’échantillon avant l'analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC), en
phase liquide (HPLC) et [I’électrophorése capillaire.  Contrairement aux techniques
classiques, la SPME n’extrait pas la totalité des analytes étudiés mais la quantité extraite est

proportionnelle a la quantité présente dans I’échantillon (Pawliszyn, 1997).

Le principe repose sur la distribution de I’analyte entre la phase « solide » de la fibre et la
phase de la matrice. La fibre revétue d’une phase stationnaire extrait les composés selon le
processus d’adsorption. L’extraction peut étre effectuée selon différents modes (figure 2.2) :

1) par immersion directe, 2) dans |’espace de téte (headspace) et 3) protégée par une

membrane.
SPME « directe » SPME en espace de (Ete SPME avec membrane protégée
—V Y
— -
432 4 B
i 1 I
W — L .
— - +—
— T —
t ¢

I:l Echantillon |:| 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, a fibre adsorbe les analytes d’intéréts 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 & 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 téte (HS/SPME)
est gouvernée par |’équilibre qui se produit entre la phase gazeuse de [’espace de téte de
I’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 liquide (ou une phase solide) et la phase
gazeuse constitue un enjeu de premiére importance. Deux méthodes d'espace de téte 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 I'eau comme les diols.

. la méthode dynamique. Les méthodes d’agitation plus utilisées sont : I’agitation avec
barre magnétique, I’agitation au Vortex, la sonication ou I’agitation par bullage d'un gaz

vecteur a travers I'échantillon (purge and trap).

Tableau 2.1 Sélection du mode d’extraction en fonction de I'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 G e . . gazeuse et
. derivatisation in situ composés polaires .
directe . o . liquide
redox in situ ions inorganiques
. volatiles et semi-volatiles
Extraction par routine composés non polaires
R . . . toute sorte de
espace de téte . . volatiles et semi-volatiles avec .
heating/cooling - . 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 téte statique ou dynamique

comporte trois étapes (figure 2.3) :

1) Pré-incubation : chauffage modéré de I’échantillon placé dans un récipient scellé jusqu’a
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 ’espace de téte de I’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 a 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 a haute température dans
I’injecteur et séparés par chromatographie en phase gazeuse ou par ringage par un solvant

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

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 I’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 a analyser, entre la matrice
de I’échantillon, ’espace de téte et la fibre, est fonction de plusieurs paramétres 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,

I’agitation, la force ionique et le pH sont aussi des facteurs influengant I'extraction.

o 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.

o Temps de contact : le temps de contact entre la fibre et I’échantillon peut varier de
quelques minutes & 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 [’analyte
a travers la couche statique a I’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 [’échantillon au cours de |’extraction
permet d’atteindre 1’équilibre plus rapidement griace a la mobilité accrue des composés par
agitation thermique, mais dans une certaine limite de température. Si la température est trop
élevée, I’extraction est défavorisée. 11 se peut alors qu’une fraction de produits se volatilise et
occupe alors I’espace de téte (phénomene de désorption) mais il se peut aussi qu’ils
s’hydrolysent a des températures élevées.

. La concentration en sels : la présence de sels dissous dans ’échantillon augmente la
force ionique et diminue la solubilité des composés organiques, ils migrent plus facilement
vers la fibre. Ce phénoméne est connu sous le nom de « relargage », en anglais « salting-
out ». L'addition de NaCl ou Na,SO, entre 25 et 30 % (poids de sels/vol. de solution) est une
technique treés 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
particuliérement utile lors de [’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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o Le pH de I’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 étre ajusté et controlé,
les composés doivent rester sous une forme non-dissociée pour étre extraits facilement. Il est
donc parfois nécessaire de modifier le pH pour obtenir la forme non-dissociée du composé.
Pour des composés organiques hydrosolubles, I'augmentation de pH induit une augmentation
de relachement.

o Le volume d'espace libre : en général la sensibilité de prélévement 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 extrémement important de garder le volume d'espace libre
et les dimensions des flacons employées constants, ainsi que de placer la fibre a la méme
profondeur dans l'espace libre chaque fois (SUPELCO, 2001).

o 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 °C), 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 compléte, soit la désorption thermique en
GC, soit la désorption par dilution dans une phase mobil 4 la température de la piéce en

chromatographie liquide, est de ’ordre de quelques minutes.

L’extraction par SPME peut étre sélective, en fonction de la nature de la fibre (nature de la
phase polymérique) et de son diametre. Chaque phase présente une spécificité pour une
classe de composés donnés (tableau 2.2). D’une fagon générale, la nature de la fibre va

sélectionner la nature des analytes et son diamétre 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
. . Composés non polaires
Polydimethylsiloxane (100 pum) PDMS volatils et semi volatils
. Composés polaires,
Carbowax/divinylbenzene (65 um) Cw/DVB acides volatils
Polydimethylsiloxane/divinylbenzene (65 um) PDMS/DVB Volatils et semi volatils
Polydimethylsiloxane/carboxen (75 um) PDMS/CAR Composés volatils
Polydimethylsiloxane/divinylbenzene/carboxen PDMS/DVB/CAR Com.poses.volatlls et
(50-30 um) semi volatils

diamétre 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-DVB, PDMS-Carboxen-DVB) s’avérent souvent plus adaptées que
les fibres simples (PDMS, polyacrylate). Le tableau 2.2 regroupe les fibres SPME les plus
utilisées. La valeur entre parentheses représente 'épaisseur du film polymere entourant la
fibre de silice. L’épaisseur de la fibre influence I’adsorption par des effets cinétiques. Ainsi,
I’équilibre est plus rapidement attendu avec une fibre plus fine mais la quantité¢ d’analyte

adsorbée sera moindre.

Différents méthodes de dérivatisation appliquées a 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 analytes et d'augmenter le coefficient de
partage entre l'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 I'échantillon (dérivatisation in situ) ou au niveau de la fibre,
dopée avec l'agent dérivatisant ou encore dans le port d’injection du chromatographe aprés

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

. La technique « directe » ou dérivatisation in situ : I’agent de dérivatisation est ajouté
dans I’échantillon. Les produits dérivés sont ensuite extraits par SPME, puis analysés. En

opérant de cette fagon, avec des solutions aqueuses, la dérivatisation peut étre lente. D’autres
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expériences (Buchholz and Pawliszyn, 1994) ont montré que les acides ne peuvent pas étre
dérivatisés dans I’eau. La majorité des agents dérivatisants qui remplacent I’hydrogéne actif
du composé sont dégradés par réaction avec I’eau (Henriksen et al., 2001).

o Dérivatisation sur la fibre : I’extraction a lieu en méme temps que la dérivatisation.
Au préalable, la fibre est dopée avec I’agent dérivatisant, puis, dans un second temps, la fibre
«grefféen est plongée dans I’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 téte, la fibre est placée quelques minutes au dessus de I’agent de
dérivatisation, par I’action de la chaleur, I’analyte se vaporise et se greffe sur la fibre (Lord et
Pawliszyn, 2000).

o Dérivatisation aprés |’extraction : il est également possible d’extraire les composés
dans un premier temps, puis d’effectuer la dérivatisation (Lee et a/, 1998). Un exemple de
cette approche est décrit par Meyers et Almirall (2005) lors de [’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 aprés 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;
Suloetal., 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 a I’acide sulfurique concentré ou a une solution alcaline concentrée. Les

parametres 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 polymére est en méme temps hydrolysé et déshydraté donnant de I’acide

crotonique (AC) comme produit de réaction.
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Figure 2.4 Réactions d’hydrolyse du PHB, hydrolyse acide avec de ’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 a la formation de I’acide butyrique substitué en
position 3 ou beta, aussi appelé acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et minoritairement a de

[’acide crotonique.

2.4 Analyse des PHA par RMN et par FTIR

La résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) sont des techniques plus utilisées pour [’analyse structurelle et sont
particuliérement utiles pour I’identification et la caractérisation de nouveaux PHA. Des
applications de la RMN, pour ’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 Doi
(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 benzéne comme standard
interne (Jan et al. 1995). Ces techniques requierent une étape d’extraction du PHB
intracellulaire pour récupérer le polymére pur dans une phase organique compatible avec ces

techniques, ce qui peut nuire a I’analyse quantitative.
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2.5 Analyse des PHA par spectrométrie de masse (MALDI/MS)

En spectrométrie de masse, les deux nouvelles techniques d'ionisation, la désorption-
ionisation laser assistée par matrice (MALDI) et l'ionisation par électronébulisation ou
électrospray (ESI) sont rapidement devenues des outils incontournables pour la chimie des
biopolymeres comme les protéines. La technique MALDI, généralement couplée a un
analyseur a temps de vol (TOF pour Time Of Flight), est I'un des derniers et des plus
intéressants nouveaux développements dans I'analyse des polymeres. L’étude par ESI/MS
et/ou MALDI/MS, a l'origine développée pour l'analyse des protéines, s'est avérée trés
puissante pour la caractérisation des polymeres, en termes de propriétés chimiques et
physiques, dont la masse moléculaire moyenne en nombre (Mn), la masse moléculaire
moyenne en poids (Mw), en remplagant 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 synthése organique,
soit pour la recherche pharmaceutique ou la chimie fine, en biosynthése 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 premiéres synthéses organiques réalisées dans un four
domestique furent décrites en 1986 par Gedye et al. (1986) et Giguere et al. (1986). Le
caractére instantané du chauffage conduit a des réactions plus rapides et & une faible
dégradation des produits dont de nombreux exemples sont rapportés dans la littérature (Joly,
2003; Kappe, 2004) dont l'acétylation de I'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 synthése stéréosélective de C-glycosides a partir de
lactones par réaction de Wittig, la réaction de métathése des alcénes, l'acylation de cellulose,

etc.
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Des réactions d’estérification activées par micro-ondes ont aussi été étudiées.
L’estérification de I’acide benzoique avec du méthanol, du propanol et du butanol, effectuée
pour la premiere fois en 1986 (Gedye et al., 1986) a permis de diminuer a 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

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

Plus récente, une nouvelle méthode d'estérification en utilisant I'activation micro-ondes a été
mise au point pour la synthése des esters de cellulose microcristalline, réduisant ainsi le
temps de réaction de plusieurs heures a une minute (Satge, 2002). D’autres procédés
d'estérification, trans-estérification et inter-estérification assistées par micro-ondes ont été

brevetés récemment (Charlier 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 I’hydrolyse

alcaline de la benzamide, donnant de 1’acide benzoique (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 synthése organique operent a 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 |'onde électromagnétique avec les substances
lors que celles-ci sont soumises a un champ électrique statique ou alternatif. Il procéde 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 phénoméne est lié au déplacement des charges positives et négatives a l'intérieur du
champ électrique qui varie trés rapidement (2,45 x 10 °s™). L’ensemble des molécules essaie
de s'orienter en fonction des lignes de champ et sont de ce fait soumises & des rotations-
vibrations. Le dégagement de chaleur a I'intérieur du matériau résulte de la friction produite.
Ne pouvant répondre instantanément aux changements de direction du champ I'énergie de

I’onde électromagnétique est transformée en énergie calorifique (Galema, 1997).

Par rapport au chauffage classique, I’échauffement des molécules se traduit par un
dégagement instantané de chaleur au cceur de la masse et la répartition finale de température
est plus réguliére. Sous I’effet des micro-ondes, I’élévation de température pour les solvants
polaires sera rapide, a contrario, les solvants apolaires ne s’échaufferont pas ou trés peu. En
ce qui concerne les solides, I’augmentation de température serait liée au systéme cristallin ou

a I’écart de steechiométrie leurs conférant ainsi un certain caractére polaire (Guillard, 2007).

La faculté qu'a une matiére d'absorber I'énergie micro-ondes est exprimée par son facteur de
perte diélectrique (tan 3). Le facteur de perte diélectrique (tan 6 = ¢"" / ) est défini par la
perte diélectrique (¢”") et la constance diélectrique (¢”). La perte diélectrique indique
I'efficacité avec laquelle le rayonnement électromagnétique est converti en chaleur. La
constante diélectrique, décrit la capacité des molécules a étre polarisées par le champ
électrique. Les solvants peuvent étre classifiés en fonction de leur facteur de perte

diélectrique ou tan 6 comme suit (Kappe, 2004):

» hautement absorbants (tan & > 0,5) : éthyléne glycol 1,350; éthanol 0,941; DMSO
0,825

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

» faiblement absorbants (tan & < 0,1) : chloroforme 0,091; acétone 0,054; toluéne 0,040

Les molécules ayant un moment dipolaire, permanent ou induit sous I’action d’un champ
électrique absorberont de 1’énergie dans le domaine des micro-ondes. Par contre, pour une
molécule ne possédant pas de moment dipolaire, le CO, linéaire ou de CCl, 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 a

envisager (Joly, 2003) :

. Dans le cas de réactions en solvant polaire, qu'il soit protique ou aprotique, la
principale interaction micro-ondes/matiére se fait avec le solvant, ce qui induit une
augmentation de température. Le transfert d'énergie se fait du solvant vers les réactifs. 1l
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-a-
vis du rayonnement et n'absorbent pas ou trés 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 étre différent entre micro-ondes et
chauffage classique. Cependant, ces effets semblent étre variables et dépendent de la
réaction. Ainsi, aucune régle générale ne peut étre définie.

. Enfin, I'effet micro-ondes peut étre observé plus facilement lors de réactions réalisées
sans solvants. Outre l'intérét 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 a l'irradiation

micro-ondes ont conduit a des résultats probants.

De maniére générale, plus les molécules sont polaires, plus 'effet micro-ondes sera important
et donc plus grande sera la montée en température. Toutefois, au cours de la réaction, la
polarité du systéme peut varier selon le mécanisme réactionne! et de ce fait, il peut étre
observé une variation des effets micro-ondes. De méme, lorsque deux réactions sont en
compétition, la sélectivité sera en faveur de celle dont I'état de transition sera le plus polaire

(Loupy et Haudrechy, 1996).
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Il est & noter que les réactions telles que I’hydrolyse, impliquant les acides sulfurique et
phosphorique concentrés, peuvent étre problématiques. En effet, ces acides absorbent tres
fortement I'énergie des micro-ondes et la température de réaction peut s’élever rapidement a

plus de 300 °C (Kingston et al., 1997), entrainant ainsi la fonte des récipients en polymeres.
Selon Guillard (2007), deux hypothéeses peuvent expliquer les effets des micro-ondes:

1% hypothése : 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 I’énergie des micro-ondes en
profondeur et plus le milieu s’échauffera. Cette énergie calorifique, dégagée par les
mouvements des molécules polaires, fournira a celles qui réagissent, I’énergie d’activation

nécessaire a la réaction ».

2% hypothése : effet non thermique. Bien que moins efficace qu’a basse fréquence le
mécanisme de polarisation demeure intense sous I’effet du champ électromagnétique. 1l en
résulte une grande aptitude des molécules polaires a s’aligner dans la direction du champ
électrique entrainant une diminution de Dentropie initiale sous ’effet de Pirradiation
(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

Il 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 géneérent le rayonnement
micro-ondes (a). L'onde se réfléchit sur les parois du four et forme ainsi un champ réparti de
fagon hétérogéne dans la cavité. Dans le cas des fours a 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 fagon
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continue (Joly, 2003). Le contrdle de la réaction dans ces systémes 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 I'échantillon a irradier par l'intermédiaire d'un guide d'onde. Pour que le
chauffage soit homogene, il est nécessaire que la hauteur de I'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.

¥ " Y Faracnen  Magnetron

” s, 1 Wave gunde

a) b)

Figure 2.5 Principe d'un réacteur micro-ondes, a) multi-mode (diffused microwaves), b)
monomode (focused microwaves). (Tirée et adaptée de : Camel, 2000.)



CHAPITRE III

METHODES D’EXTRACTION ET DE RECUPERATION DES PHA

La derniere étape de la production du PHB implique la séparation du polymere des cellules.
Cette étape peut étre réalisée a ’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 polymére est alors relaché, 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 polymeres suite a une réduction de leur poids moléculaire. Par exemple, I'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’avere donc étre 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 tres €levés, un haut degré de pureté,
et a des prix concurrents et en équilibre avec I’environnement, plusieurs techniques de
purification ont été développées durant ces derniéres années. Les plus importantes sont

résumées ci-apres.
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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, I’extraction au Soxhlet, I’extraction par micro-ondes, le systéme ASE
(Accelerated Solvant Extraction) et I’extraction par fluide supercritique (SFE). La
récupération des PHA par cette technique nécessite I’usage de solvants organiques dont le
chloroforme, le chlorure de méthylene, le carbonate de propyléne (PC), le dichloro-1,2-

éthane sont comptés parmi eux (Doi, 1990; Ramsay et al., 1994).

3.1.1 Extraction par solvant sans chauffage

[’extraction par solvant a4 basses températures ou extraction par solvant a froid est une
technique qui permet la récupération des PHA pratiquement intacts (Hahn et a/., 1995) avec
une pureté aussi élevée que 99 % (Ghatnekar et al., 2001 et Ramsay et al., 1994). Pourtant,
opérant & la température ambiante, il est nécessaire d’utiliser des quantités trés grandes de
solvants, souvent de chloroforme, ce qui n'est ni économique ni écologique (Anderson et

Dawes, 1990).

Par exemple, I’extraction du PHB stocké dans Escherichia coli recombinant (E.c) et dans
Alcaligenes eutrophus (A.e) a ét¢ menée a 30 °C avec 50 volumes de CHCI; et ceci a
nécessité 48 h pour extraire 98% du PHB (Hahn et al, 1995). En utilisant ’extraction
continue dans un Soxhlet a 30 °C, 78 % du PHB dans Methylobacterium sp ont été récupérés
aprés 15 heures et en utilisant 30 volumes de CHCl; (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 a conditions
ambiantes (T = 25 °C), avec agitation continue et 10 volumes de solvant. [Is ont été utilisés
trois solvants différents, le chloroforme (CHCls), le chlorure de méthyléne (CH,Cl,) et le
dichloro-1,2-éthane (CH,CH,Cl,). Dans ces conditions, le rendement de I’extraction a été 27
% dans CHCl; et 26 % dans CH,Cl,, et 0 % dans CH,CH,Cl,. Le PHB récupéré avait une

pureté d’au moins 95 % et un poids moléculaire de 1,2 x 10° g/mol (Ramsay et al., 1994).
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Afin d’accroitre I’efficacité de l'extraction, différentes techniques ont été explorées dont le
prétraitement a ’acétone pour dissoudre les résidus d’eau et de bactéries et favoriser

I’extraction ultérieure (Berger, 1989; Hahn et al., 1995; Ramsay et al., 1994).

Iy a aussi d’autres techniques congues pour maximiser ce taux de diffusion dont le broyage,
’agitation, la sonication et la centrifugation. Les flux de liquides a contre-courant contribuant
a maximiser la concentration des composés, les températures élevées servant a maximiser les
coefficients de diffusion et parfois des pressions trés 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
I’isolation des PHA de la biomasse (Doi, 1990; Ramsay et al., 1994; ...). Les températures
élevées servent a maximiser les coefficients de diffusion et donc la vitesse et le rendement
d'extraction. Bien que le chauffage facilite I’extraction des PHA, il peut aussi affaiblir le
poids moléculaire du biopolymere, a des températures aussi basses que 40 °C (Ramsay et al.,

1994).

En utilisant un extracteur Soxhlet, I'extraction est réalisée en continu, et de maniére optimale,
en recourant a 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 a l'interface solide-liquide et permet de diminuer la résistance au transfert de

masse.

3.1.3 Extraction par solvant a hautes pressions

Ces techniques permettent d’accroitre l'efficacité de I'extraction. L’extraction au fluide
supercritique (SFE), I’extraction accélérée aux solvants (ASE) ou I’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 étre réalisée par utilisation d'un fluide a I'état supercritique, principalement le
dioxyde de carbone sous pression (100 — 4 x 10* kPa) et a température voisine de l'ambiante
(30 - 60 °C). Lorsque la matiére organique est exposée a un fluide supercritique, I’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 I’état
gazeux, la vapeur va entrainer hors de la cellule les molécules que I’on cherche a extraire.
Ceci permet de contourner le probleme de la barriere cellulaire que certains solvants ne
peuvent franchir. Pour récupérer les composés organiques que I’on a cherché a extraire, il
suffit de laisser le CO, 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 I’extraction renforcée par solvant (ESE) utilisent
des solvants conventionnels a des températures et des pressions élevées. La cinétique
d'extraction augmente avec la température, le role de la pression est de maintenir le solvant a
I'état liquide. Le principal avantage de I’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, méme 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 trés
longues et des pressions et/ou des températures élevées qui risquent de dégrader la structure

des biopolyméres.

La technologie d’extraction assistée par micro-ondes (EAM), appelée MAE (microwave-
assisted extraction) ou MAP, s’applique dans les mémes secteurs que les méthodes
classiques. Appliquée a P’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 a cceur », caractéristique du chauffage par micro-
ondes, est I’élément déterminant du succes de cette technologie. Le fait que la force motrice
de I’extraction n’est pas contrdlée par la diffusion présente un intérét particulier pour
l'extraction en accélérant la diffusion du soluté puisque les composés peuvent étre expulsés
directement de la matrice, ce qui permet aussi une plus grande flexibilité au niveau du

solvant.

Contrairement a |’extraction par solvant conventionnelle, le chauffage trés rapide de I’eau
résiduelle qui est présente dans la biomasse entraine une augmentation aussi rapide de la
pression a ’intérieur des cellules de la mati¢re et provoque l'‘éclatement des structures
cellulaires par surpression interne. Cela mene a une inversion du gradient de température
(figure 3.1) et a4 une amélioration du transfert de la masse sous I’effet de la pression des

matiéres solubles a I’extérieur de la biomasse (Foragen, 2001).

Lors de I’extraction assistée par micro-ondes, comme pour toute autre technique d’extraction,
les taux de rendement reposent en la connaissance des paramétres influant sur la nature et la
cinétique du transfert de masse du solide vers le solvant. Les paramétres les plus étudiés
sont : le temps d'extraction, la température (ou la pression pour les systémes & récipient

fermé), la puissance de micro-onde (Pyo), la nature du solvant et le volume (Camel, 2000).

Figure 3.1 L’extraction par solvant. a) Extraction par solvant selon la méthode classique, ce
procédé est contrdlé par la diffusion donc la force motrice de la séparation est la différence de
concentrations (réelle et & I’équilibre, b) Extraction par solvant assistée par MO ou I’inversion du
gradient de température méne au « transfert de la masse sous 1’effet de la pression ».
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Le temps d'extraction : la durée de ’extraction est fonction de Ja puissance de micro-onde et
doit toujours étre optimisée. Le temps d'extraction optimum varie avec la nature du solvant.
Des temps de séjour prolongés, cherchant & maximiser le taux de rendement, peuvent
occasionner la dégradation des produits (Camel, 2000). Dans un systéme scell¢, des longs
temps d’irradiation entrainent I’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 a la figure 2.5 b), offrent la possibilité de contrdler 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 fagon continue, donc en absence d’un systéme de réfrigération
interne, la température évolue tout au long du processus. La température dépend
principalement du solvant, de la matrice et de Pyo. Sous les micro-ondes, la température du
solvant n'est pas régie par le point d'ébullition (comme dans un chauffage conventionnel)
mais plutot par les propriétés diélectriques du milieu. Un solvant fortement absorbant de
I’énergie des microondes tel que le méthanol (tand= 0,659) peut étre facilement surchauffé

quand il est irradié dans un réservoir scellé.

Sous ces conditions, sa température peut dépasser 100 °C au-dessus de sa température
d’ébullition. Pour les liquides ioniques, des sauts de température de ordre de 200 °C en

quelques secondes, peuvent étre observés (Kappe, 2004).

La température affecte directement la cinétique du transfert de masse du solide vers le solvant
donc Pefficacité de l'extraction.  Cependant, I’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 I’irradiation.

La pression : la pression dépendra des propriétés physico-chimiques des produits, ainsi que
du volume qu’ils occupent. A des pressions élevées, le solvant peut étre chauffé au-dessus de
son point d'ébullition normal, et éventuellement incrémenter la vitesse et l'efficacité
d'extraction (Camel, 2000). En absence d’un syst¢tme de contréle, les risques associés

doivent étre jugés.
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Nature du solvant : la plupart du temps, l'absorption et donc le réchauffement sont
proportionnels a la polarité du solvant (Camel, 2000). Les solvants peuvent étre combinés

afin d'atteindre les caractéristiques de solvatation et le chauffage par micro-ondes nécessaires.

Le toluéne est un solvant «transparent» aux micro-ondes (tan & = 0,040). Cependant, suite &
I’ajout d’eau (1 % v/v), il a été possible d’extraire plusieurs composés a partir de sédiments

marins dont HAP, BPC et pesticides organochlorés (Camel, 2000).

Lors de I’extraction des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) & partir des sols
contaminés, des rendements semblables 4 ceux obtenus avec du chlorure de méthyléne ont

été obtenus en utilisant un mélange acétone-hexane 1 : | (v/v) (Camel, 2000).

Le volume : pour des réactions dans des flacons sellés, '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, a des puissances inférieures a 560 W.

En général, ’EAM est effectuée avec le méme solvant que celui utilisé pour I'extraction
conventionnelle, mais pas toujours. Les herbicides sulfonylurées sont traditionnellement
extraits a 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 (Camel, 2000).

L’EAM est bien adaptée a I’extraction des composites dans des matrices complexes,
biologiques et environnementales. C’est pourquoi I’une des applications principales de
'extraction assistée par micro-ondes est sans doute [’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 premiére méthode de référence visant les BPC
dans I’huile faisant expressément appel a la technologie des micro-ondes. Dans sa forme
actuelle, elle réduit les volumes de solvant utilisés (et donc les déchets produits) et I’énergie
consommée d’environ 90 %. Par ailleurs, le temps d’extraction est considérablement
raccourci, soit a peu prés 30 minutes en tout pour 14 échantillons, contre 8 a4 16 heures avec
la méthode Soxhlet. Elle peut servir & la détermination de plus de 100 polluants dans

diverses sources dont le sol, I’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 étre précédée par une
extraction. Les composés recherchés sont recouvrés grice a la méthode d'extraction aux
micro-ondes au moyen d'un mélange 1 : 1 d'hexane et d'acétone pendant 20 min a 100 °C
sous 500 W d'énergie des micro-ondes. D'apres les résultats, I'extraction par les micro-ondes
se compare a 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 I'économie de solvants (20

mL par échantillon contre plus de 200 mL).

En outre, les solvants (mélange d'hexane et d'acétone) utilisés pour I'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 trés utilisée pour extraire des produits de la biomasse renouvelable.
L'extraction des ardmes par micro-ondes est une des innovations les plus récentes dans le
domaine de l'extraction des produits naturels. L’extraction des ardmes naturels, les
fragrances, les colorants, les oléorésines d’épices, les extraits, botaniques et les
phytochimiques et composés pharmaceutiques naturels, est tout a fait réalisable par ’EAM

(Foragen, 2001).
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Une approche, utilisant 'EAM appliquée a la bio-séparation, a ét¢ développée pour
I’extraction de deux colorants, la purpurine et l'alizarine, a partir des racines de la Rubiaceae.
Sous les conditions optimales, les rendements s'étendant de 84 a 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 I'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 a/., 2005). Ces auteurs ont évalué I’effet des radiations micro ondes
dans les cinétiques d’extraction de la carvone et du limonéne de graines de carvi (Carum
carvi L.). Le rendement a été de 19 g de carvone et 13,5 g de limonéne par kg de graines de
carvi aprés 60 minutes d’irradiation a 120 W. Des extractions conventionnelles, menées en

parall¢le, ne donnaient que 13,5 g de carvone et 12,6 g de limonene par kg de graines.

Il y a aussi P’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 a la récupération des huiles essentielles
a partir de la matiére végétale, fraiche ou séche. Et elle consiste a extraire I'huile essentielle
entrainée 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 I’extraction des
huiles essentielles a partir de Cuminum cyminum L.et de Zanthoxylum bungeanum Maxim.
La biomasse séche, sans aucun prétraitement, a été mélangée avec la poudre de carbonyle de
fer (CIP), une matiere inerte a 1’huile et dont le pouvoir absorbant est supérieur a celui de

l'eau. Le mélange a ét€ irradié pendant 30 min & 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 cellulaire 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 plutdt 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 a 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 a 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 homogeénéisateurs a haute pression et des broyeurs a balles ont été utilisés pour libérer
les substances intercellulaires telles que les protéines et les polyhydroxyalcanoates (Chisti et

Moo-Young, 1986; Tamer et al., 1998b).

La lyse mécanique, peut aussi étre réalisée apres une congélation-flash dans I’azote liquide, a
[’aide d’un mortier-pilon (broyage a I'azote liquide) ou d’un broyeur type « Hybaid Ribolyser
» ou « Mixer Mill MM300 » (Qiagen). Ce dernier fait subir a I’échantillon a la fois agitation
et torsion a forte vitesse permettant la rupture des cellules, sous I’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 a une lyse

efficace d’une grande variété de matériaux (Bastard et al., 2002).



53

La sonication est l'utilisation d'ultra-sons pour rompre les membranes des cellules.
[’avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée d’extraction,
d’augmenter le rendement en extrait et de permettre ou faciliter I’extraction de molécules

thermosensibles.

De nombreux travaux d’extraction assistée par ultrasons sont décrits, pour des cas récents
comme ’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 & ultra-son » avec du solvant et il
est soumis a des radiations dans le domaine de I’ultra-son. Les ultrasons de puissance
appliqués dans les liquides produisent de nombreux effets intéressants qui reposent surtout
sur le phénomene de formation de bulles de cavitation et induisent des effets mécaniques et
chimiques. Le domaine d’applications des effets mécaniques se trouve & des basses
fréquences, entre 20 — 40 kHz. A ce niveau les cavitations générées par les ultrasons,
désorganisent la structure des parois cellulaires et produisent |’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 I’E. coli recombinant et extraire du matériel intracellulaire. La sonication a été
donnée a 100 W et 20 kHz, et la réussite a consisté en la fagon dont I’expérience a été
réalisée. Deux traitements consécutifs de 15 min chacun, avec séparation du lysat et
adjonction de solvant frais (chloroforme—SDS), ont été effectués. Chaque traitement a été
réalisé par €tapes successives de 3 min de sonication suivi de 3 min de repos (pour éviter le
surchauffage des échantillons) jusqu’a 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 %, méme 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 CO, a
1’état supercritique est mis en contant avec un aliquot de la suspension cellulaire. Sous les
conditions d’opération le CO, peut traverser la barriére cellulaire et pénétrer dans la cellule.

Par conséquent, la cellule gonflera et éclatera, en reldchant ainsi le biopolymeére.

Les PHA peuvent étre séparés des débris cellulaire a posteriori, par dilution dans un solvant
organique approprié ou par la digestion in situ, chimique ou enzymatique, de ladite « matiére

cellulaire qui n'est pas du PHA » ou NPCM (non-PHA cell 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. A ces différents avantages s’ajoutent ceux de
I’innocuité, d’inertie et d’ininflammabilité de CO,. Le frein du développement de cette
technologie est le colit élevé des appareillages lié¢ a I’application de pressions de plusieurs

centaines de bars.

L’ultracentrifugation, le broyage, la sonication et la lyse par fluides supercritiques ont été
appliqués a D’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, I'hypochlorite de sodium (NaOCl) et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,), 2) des
bases : I’hydroxyde de sodium (NaOH), I’hydroxyde de potassium (KOH), I’hydroxyde
d’ammonium (NH,;OH), 3) les acides, chlorhydrique (HC!) et sulfurique (H,SO,), 4) des
chélates : acide éthyléne-diamine-tétraacétique (EDTA), 5) des agents tensio-actifs: le
di(éthylhexyl)sulfosuccinate de sodium (AOT), le sodium dodécyl sulfate (SDS), I’éther de
polyéthyléneglycol et d'octylphénol (Triton X-100) et le polyéthylene 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). lls agissent en déstabilisant les édifices lipido-protéiques des

enveloppes bactériennes et en sensibilisant les micro-organismes aux traitements lytiques.

La digestion en utilisant de [’hypochlorite de sodium a été proposée comme une alternative a
’extraction par solvant (Berger et al. 1989). Cette technique repose sur I’hydrophobicité des

PHA et I’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 probléme majeur reste la dégradation partielle du polymeére, ayant jusqu’a 50 % de perte
du poids moléculaire lors de la récupération du PHB contenu dans I’dlcaligenes eutrophus,

(Harrison et a/., 1991a; Hahn et al., 1995; Choi et Lee, 1998; Hejazi et al., 2003).

Il est & noter que la dégradation produite par le traitement avec I’hypochlorite dépend 1’héte,
ainsi que montré par Hahn et a/. (1995). Dans ce travail, le PHB a été récupéré a partir de
deux souches bactériennes différentes, Escherichia coli recombinant (E.c) et Alcaligenes
eutrophus (A.e) avec NaClO 3 % v/v. Et Il a été recouvré 93 % w/w du PHB contenu dans
E.c et 86 % de celui accumulé dans A4.e, avec des poids moléculaires de 1,5 x 10% et 0,6 x 10°
respectivement. Pourtant des poids moléculaire de 1,2 x 10° pour I’Alcaligenes et de 1,5 x
10° pour I’E. coli étaient observés lorsque le PHB a été extrait avec du chloroforme a 30 °C.
Donc, pour le PHB provenant de I’4. eutrophus, il y eu une perte du poids moléculaire de 50

%, tandis qu’aucune dégradation n’a été observée pour le PHB obtenu d’£. coli.

La lyse alcaline permet en deuxiéme intention de lyser des bactéries résistantes par des
protocoles utilisant la soude a basse molarité. 91 % du PHB accumulé dans I’E.Coli
recombinant ont été isolés par la digestion dans une solution d’hydroxyde de sodium (0,2 M)
durant une heure a 30 °C. 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
entraine une réduction des colits de production allant jusqu'a 75 % par rapport aux méthodes

qui utilisent NaOC] — SDS (Choi et Lee, 1998).
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Chen et al. (2001) proposent une méthode de digestion chimique combinant I’action d’un
surfactant (bétaine) et d’un chélate, I'éthyléne diamine tétraacétate (EDTA) pour déstructurer
la membrane bactérienne des cellules I’4/caligenes et extraire le PHB. L’EDTA affaiblit la
membrane des bactéries gram-négatives pour permettre le passage de la bétaine qui
s’attaquera a la membrane cellulaire. C’est ainsi qu’apreés 10 min, il a été récupéré environ
90 % de PHB, d'une pureté d'au moins 96 et sans affecter le poids moléculaire du

biopolymere.

Le palmitoyl-carnitine est un ester d'acide gras a longue chaine de carnitine ((3S)-3-
hexadecanoyloxy-4-trimethylammonio-butanoate) qui existe sous forme naturelle mais qui
peut également étre synthétisé a partir de I’acide palmitique. Le palmitoyl-carnitine (1 mM)
a été utilisé pour la rupture chimique des parois cellulaires de /’dlcaligenes eutrophus et
I’Alcaligenes latus (Lee et al., 1993). La lyse de la biomasse a été complétée en 60 min & 30
°C, avec un taux de récupération de 87 % pour I’Adlcaligenes latus et 72 % pour I’dlcaligenes

eutrophus.

3.2.3 Lyse enzymatique

Dés 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
biopolymeres. Celles-ci permettent I’isolement efficace et précis des PHA accumulés dans
'dlcaligenes eutrophus, 'dlcaligenes latus, |’ Escherichia coli, et toute autre bactérie dont les

parois cellulaires sont susceptibles d'étre 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 a noter qu’aucune bactérie
ne contient toutes ces structures, mais la plupart en contiennent une majorité (Hurlbert,

1996).
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Figure 3.2 a) Les principales structures bactériennes, b) comparaison des enveloppes de bactéries
gram négatives et gram positives. Les différences plus importantes sont 1'épaisseur de la couche
rigide de peptidoglycane et la présence d'une membrane externe chez les G'. Les G™ ont une
couche de peptidoglycane trés mince, de quelques molécules de large, alors qu'elle est tres épaisse
chez les G*. (Source : Hurlbert, 1996.)

La membrane plasmique (MP) est fluide et en général trés fragile et peut se rompre
facilement en l'absence de paroi cellulaire. La paroi cellulaire, quant a elle, est 'ensemble de
la structure qui définit la frontiére 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 |’enveloppe des bactéries gram-négatives
fournie a ces microorganismes une résistance accrue a l|’attaque enzymatique par des
enzymes disponibles commercialement comme [’alcalase, la labiase, le lysozyme,
[’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 a 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 & la libération des granules PHA-

intracellulaire d’Alcaligenes eutrophus (Holmes, 1982) et I’utilisation, entre autres, de
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[’alcalase, la neutrase et la lecitase pour la récupération de PHB et PHBV d’dicaligenes
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 a

d’autres agents chimiques (Harrison et a/., 1991a; Fidler et Dennis, 1992 et Lee et al., 1993).

La biomasse de Pseudomonas putida a ¢t lysée par €tapes avec EDTA — lysozyme — SDS
(de Koning et Witholt, 1997). Dans cette approche, I’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-100. Ceci a permis de récupérer le PHB présent dans I’E. coli
recombinant. L’efficacité de la lyse a été de 95 % (Fidler et Dennis, 1992).

II a été montré que les Pseudomonas fluorescent, peuvent étre lysées par |’utilisation d’un
traitement consécutif consistant en: 1) chauffage et agitation vigoureuse), 2) I’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 a préciser que I’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 probleme de résistance a la lyse des G” (Andrews et Asenjo, 1987). Selon ces
auteurs, ’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, a I’intérieur de laquelle se

trouvent les granules de PHB (Andrews et Asenjo, 1987; Harrison et al. 1991b).

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-1 de ’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 I’Alcaligenes
eutrophus contenant environ 75 % de PHB. La lyse a ét¢ menée a 37,5 °C 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 polymere, provoqué

par le stress mécanique, thermique ou chimique (Harrison et al., 1991b).

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-a-dire, elle est placée pour leur multiplication
dans le méme milieu de culture qui avait servit a 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 copolymere 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; Cetin et al., 2006). La lyse peut étre induite par ’inhibition

de la biosynthése du peptidoglycane (PG) a I’aide de petites protéines de lyse.

Figure 3.3 Micrographie électronique de I’expulsion des granules de PHB dés cellules d’E. coli
recombinant par autolyse bactérienne. Le chauffage du milieu de culture favorise la formation
d’un petit tunnel a travers 1’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 I’extraction au CHCl; avec la
digestion chimique ou enzymatique. La combinaison de I’hypochlorite de sodium avec
chloroforme a été utilisé par plusieurs auteurs (Hahn et al., 1995; Jan et al., 1995; Choi et
Lee, 1997; Yuetal., 2001). Cette approche est moins « agressive » que I’exposition unique a
I’hypochlorite et dans bien des cas, il est possible d’abaisser la demande en solvant. Elle peut
également étre effectuée a basse ou hautes températures ou en continu dans un extracteur

Soxhlet (Ghatnekar et al., 2001).

La digestion du PHB a aussi ét¢ achevée dans une suspension de NaClO - CHCI; par
agitation du mélange a 37 °C pendant | heure (Yu et a/., 2001) ou en utilisant le CHCl; et des
agents coagulants a base d’aluminium ou & base de fer, ces derniers donnent au produit final

une coloration rousse persistante (Ryu et al., 2000).

L’action combinée surfactant-hypochlorite a ét¢ amplement étudiée (Ramsay et al., 1990;
Choi et Lee, 1997; Hahn et al., 1998; Dong et Sun, 2000). Les auteurs ont montré que la
digestion dans NaClO 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 a partir d'un héte 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 I’4zotobacter chroococcum, a été
récupéré apres prétraitement avec du SDS, suivie de ’exposition au NaClO (30 % v/v)
pendant 3 min. Dans ces conditions, la pureté de PHA a atteint 96,5 %, sans dégradation du

polymere (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., 1991a; Ling et a/., 1997; Tamer et al., 1998a; 1998b).



61

Dans leur travail, Ling et a/. (1997) décrivent une stratégie pour isoler PHB synthétisé par
I’E. coli, permettant la récupération de 80 % du PHB avec 96,5 % de pureté. L’approche a
consist¢ en I’utilisation de trois étapes d’homogénéisation-centrifugation et un traitement
intermédiaire a de I’hypochlorite de sodium. Aussi a partir de I’E. coli, le PHBV a été isolé
en suivant une extraction par « choc osmotique » en présence de lysozyme/EDTA (Fidler et

Dennis, 1992).

Plus récemment, I’extraction du PHB accumulé dans Methylobacterium a été effectuée en
présence d’un surfactant (SDS) dans un homogénéisateur hydraulique « APV - Gaulin» a

400 kg cm? avec un rendement d’extraction de 98 % (Ghatnekar et al., 2001).

Dans une autre approche, le PHB accumulé dans I’Alcaligenes latus, a été relaché : en
combinant un traitement chimique (SDS - NaClO) avec I’homogénéisation haute pression ou
avec le broyage en continu dans un broyeur a billes (Tamer et a/., 1998b) ou par la digestion
alcaline avec NaOH a 60 °C, complétée dans un broyeur a 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 systémes

mécaniques de bio-séparation.

La SFE a été combinée avec I’extraction classique au chloroforme pour provoquer la lyse de
cellules d’Alcaligenes eutrophus et dissoudre les granules de PHB de la suspension en
résultante (Hejazi et al., 2003). La SFE a été effectuée avec du CO,/ méthanol a 2 x 10° kPa
(T =40 °C). Le méthanol joue le réle de modificateur polaire du fluide supercritique (CO,)
ayant pour fonction d’améliorer la solubilité a travers les compartiments aqueux intra et
extracellulaire. Avec cette stratégie le taux de récupération a été 89 % de PHB dont le poids

moléculaire a été 760 000.

La technologie supercritique peut €tre aussi utilisée sans recourir aux solvants chlorés.
Khosravi-Darani et al. (2004) ont récupéré 82 % du PHB produit par 4. eutrophus en
exposant un aliquote de suspension cellulaire, mélangé avec une solution de

NaOH/méthanol/toluéne, au CO, supercritique pendant 45 min.
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3.4 Méthodes de purification

La derniére étape de I’obtention des PHA, consiste a les séparer des autres substances
organiques, de sorte qu’ils puissent €tre purifiés. Aprés I’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 trés visqueuses pour lesquelles, il est

recommandé |’utilisation des filtres rotatifs sous pression.

Nonobstant, la filtration peut uniquement étre utilisée pour séparer le PHA dissous des
résidus insolubles. Les PHA dans le filtrat peuvent étre récupérés par leur précipitation

sélective dans le méthanol, I’éthanol, I’hexane ou I’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 biopolymere se fait par I’injection du solvant enrichi
en PHA dans un flux de vapeur afin de favoriser la précipitation compléte du PHA dans I'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 Industrial S.A., 2006).

Lorsque I’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 commengant par
un lavage intense des granules avec de [’eau, afin d’éliminer des résidus de tampon, des sels
et d’autres matieres cellulaires soluble dans la phase aqueuse. Puis, par [’ajout du méthanol

ou I’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 a ’eau ne sera pas suffisante, en résultant une suspension
tres stable, difficile a séparer par centrifugation. Alors, il sera nécessaire de centrifuger a
grande vitesse pour éviter de perdre le PHB durant I’étape de purification (de Koning et

Witholt, 1997).



CHAPITRE IV

MATERIELS ET METHODES

Les résultats de la présente étude ont donné lieu a la publication de deux articles qui seront
présentés dans le chapitre « RESULTATS » (chapitre V), dans la section 5.1, Iarticle 1, «
Use of headspace solid-phase microextraction for the quantification of poly(3-
hydroxybutyrate) in microbial cells » et dans la section 5.2, I’article 2, « Rapid microwave
assisted esterification method for the analysis of poly-3-hydroxybutyrate in Alcaligenes latus
by gas chromatography ». La description détaillée 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 p — (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 Inc.
(Gaithersburg, MD, USA) et I’acide chlorhydrique, grade environnemental, par Anachemia
(Montreal, QC, Canada). Lors de P’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 I’hélium
ultrahaute pure, fourni par Praxair Canada Inc. (Mississauga, ON, Canada). [’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 a + 40 °C, 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 (1/min), 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 150D (VWR International, Mississauga, ON, Canada) a balayage
de fréquence de cavitation 38,5 — 40,5 kHz et puissance des ultrasons de 135 W. Chauffage
jusqu'a 80 °C et temporisation de 0 a 99 minutes avec commande digitale. Alimentation
électrique, 117/120 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 a ultrasons (Cavitation meter) : modele CM-3-100 (Alexy

Associates, Inc. Bethel, NY, USA), écran analogique (0-1000 Cavins).

Le pH-métre : modele Accumet, ABIS, (Fisher Scientific, PA, USA) avec électrode de
référence Ag/AgCl. Les solutions tampons utilisées pour calibrer le pH-métre sont des

solutions a2 pH 4, pH 7 et pH 10.

4.2 Réactions de dérivatisation du PHB et méthodes de préparation des échantillons

4.2.1 Dérivatisation par méthanolyse acide et préparation des échantillons pour I’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 I’extraction
liquide-liquide comme technique de préparation des échantillons est décrite dans Iarticle 1.
La méthanolyse acide combinant I’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 (H,SO, 10 % v/v) contenant 1g L' d’acide
benzoique comme étalon interne. Les solutions ont été homogénéisées et exposées a un

champ de micro-ondes (110 W) pendant 4 min.

La solution résultante a été refroidie jusqu'a température ambiante. Ensuite ImL 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 wune fibre 50-30 pm
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane. La séparation est faite par
chromatographie en phase gazeuse avec une colonne capillaire DB- WAXetr (30 m x 0,25
pum x 0,25 mm i.d.) couplée a un détecteur par ionisation a flamme (FID). Les conditions de

la SPME et de I’analyse par GC/FID sont celles décrites dans Iarticle 1 (section 5.1).
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4.2.2 Dérivatisation par hydrolyse et préparation des échantillons pour I’analyse HPLC

Hydrolyse alcaline - HPLC/UV : la dépolymérisation du PHB par hydrolyse alcaline est
menée selon le protocole proposé par Yu et al. (2005). Ceci consiste a ajouter | mL de
NaOH 4 M a des échantillons de PHB et a chauffer les solutions pendant 4 h a 70 °C. Une
fois la réaction terminée, les solutions ont été partiellement diluées en ajoutant 10 mL d’eau
dé-ionisée (Milli-Q"Y), neutralisées et acidifiées & pH = 3 par I’adjonction de I’acide
sulfurique dilu¢ (5 N). Puis, elles ont été laissées au repos afin d’atteindre la température de
la piéce pour jauger. Les analyses ont été effectuées par HPLC avec détection UV a 210 nm.
Pour I’étude du PHB intracellulaire, les résidus insolubles de la biomasse ont été éliminés
avant ’analyse pour ne pas endommager la colonne HPLC. Pour ce faire, les solutions ont
été clarifiées a ’aide des unités de filtration Millex (25 mm) avec membrane en fluorure de

polyvinylidene hydrophile (PVDF) HV 0,45 pm (Millipore Corporation, Bedford, USA).

Hydrolyse alcaline - HS/SPME - GC/FID : I’hydrolyse a été réalisée dans le flacon SPME
(tel qu’il a été décrit pour I’hydrolyse acide dans !’article 1, section 5.1). Une fois terminée
la réaction, les solutions sont portées a la température ambiante et il a été ajouté,
prudemment, | mL d’acide sulfurique dilué (5 N). Les solutions, homogénéisées et
refroidies, sont transférées a I’échantillonneur automatique pour la SMPE et I’analyse par
GC/FID, dans les mémes conditions utilisées pour I’extraction de I’acide crotonique produit

par I’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 a 110 W pendant 4 min, tel qu’il a été illustré a la

figure 4.1.

Hydrolyse acide : le développement de la méthode impliquant I’hydrolyse acide et son
couplage avec la SPME est exposé dans |’article 1. Lors des analyses par HPLC/UV
I’hydrolyse et la préparation des échantillons ont été effectuées de la méme fagon que pour

I’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 détaillée 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 a 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), modele 2996, d’une pompe modele 600 et d’un injecteur de type
717+. La séparation a été effectuée a I’aide d’une colonne d’acide organique de marque
Transgenomic (San Jose, CA, USA) de type Icsep I[CE-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

a un débit de 0,4 mL/min 4 35 °C. Les tests ont ét¢ menés a 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 a environ 20 mg de biomasse (préalablement broyée dans un mortier) dans des tubes
type Kimax 15 mL. Aprés | min d’agitation au Vortex, les échantillons sont portés a 50 °C,
selon ’expérience, 5 ou 30 minutes, a l'aide d'un bloc chauffant. A la moitié et 4 la fin du
temps fixé pour I’extraction, les solutions ont été agitées pendant une minute. Aprés leur
refroidissement, elles ont été filtrées. Les échantillons laissés pendant 24 h et 48 h ont été
maintenus a la température ambiante et ils ont été agités pendant une minute a 3 reprises,
avant, au milieu et 4 la fin de I’extraction. Tous les essais ont été effectués en triplicata et le

temps d’extraction et d’agitation ont été soigneusement contrdlés a I’aide d’une minuterie.



68

L’isolation et la purification du PHB a été effectuée en filtrant les solutions (filtration par
gravité) avec du papier-filtre Whatman n® 1. Les tubes d’extraction et le résidu sur le papier
ont été rincés a trois reprises avec 2 mL du chloroforme. Pour les solutions, les plus
visqueuses, la filtration s’est avérée trés 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 PHB récupéré, le solvant du filtrat a été évaporé sous jet d’hélium et resuspendu
dans 2 mL de méthanol acidifi¢ (H,SO, 10 % v/v) contenant AB 8 g L' et 2 mL de

chloroforme pour I’analyse GC/FID (tel que décrit dans les articles | 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 ritelier métallique (3 x 6) pour tubes a essai. Les
échantillons ont été traités aux ultra-sons a balayage de fréquence de 38,5 a 40,5 kHz pendant
un certain temps (entre 5 et 30 minutes), de fagon continue ou par intermittences et avec
contrle automatique de la température a 50 °C. Lors de [’application des ultrasons,
I’intensité de cavitation était entre 80 et 100 CAVINS. A la fin de la sonication, les
suspensions ont été refroidies a la température de la piece et ensuite filtrées pour éliminer les
débris solides et recouvrer le PHB dissout dans le chloroforme. Le biopolymére 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 a 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 I’article 2). Les solutions (une a la
fois) ont été irradiées pendant différents temps et a des puissances entre 110 a 440 W. Aprés

chaque irradiation, la suspension résultante a été refroidie et filtrée.
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4.4.4 Extraction du PHB par lyse enzymatique

La lyse enzymatique fut effectuée avec de la kitalase, une préparation enzymatique produite
par la bactérie Rhizoctonia 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/HCI pH 5,03. La mesure du pH a été réalisée a I'aide d'un pH-métre.

La masse cellulaire, environ 80 mg de biomasse lyophilisée, a été broyée dans un mortier et
mélangée avec 1 mL de phosphate-buffer saline (PBS) pH = 7,4. Le mélange est
vigoureusement agité (Vortex a 990 rpm) et puis centrifugé & température ambiante, pendant
5 min a 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 PBS et 5 mL du tampon de lyse constitué de
0,48 g L™ de kitalase et 50 mM Tris/HCI. Les cellules ont été alors remises en suspension
par agitation et les solutions ont été incubées dans un bloc chauffant a 50 °C, apres une heure

de digestion, le lysat a été retiré et ensuite traité pour récupérer et purifier le biopolymére.

Pour la séparation, purification et analyse du PHB aprés la lyse enzymatique, les solutions
résultantes ont été agitées vigoureusement avec le Vortex et centrifugées a trois reprises, en
ajoutant & chaque fois, S mL d’un solvant. En commengant par I’eau, le tout est centrifugé a
3270 g pendant 15 min & 8 °C. 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 €tait retiré délicatement avec une pipette Pasteur. Finalement le chloroforme a
servi pour séparer le PHB du reste des cellules éventuellement non lysées et ainsi évaluer
I’efficacité de la lyse lors de I’analyse par GC/FID. 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 ét¢ séché sous jet d’He. Le produit résultant a été
resuspendu dans 2 mL de MeOH acidifié et 2 mL de CHCI; pour la méthanolyse et I’analyse

par GC/FID, comme décrit dans les articles 1 et 2.



CHAPITRE V

RESULTATS

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 premiére partie est consacrée a la présentation des méthodes d’analyse de

biopolyméres, 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 I’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 & développer une méthode d’analyse du PHB dans

la biomasse qui soit fiable, pratique d’utilisation dans divers contextes et écologique.

Partie 2 : Méthodes d’extraction du PHB intracellulaire. La deuxiéme partie est consacrée a
I’étude de différentes techniques d’extraction du biopolymére accumulé dans I’4lcaligenes
latus dont |’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 a diminuer ou d’éliminer I’utilisation du

chloroforme lors de I’extraction et la récupération du PHB.



PREMIERE PARTIE

DEVELOPPEMENT DES METHODES ANALYTIQUES POUR LE DOSAGE
DU PBH INTRACELULLAIRE



72

5.1 Article 1. « Use of headspace solid-phase microextraction for the quantification of
poly(3-hydroxybutyrate) in microbial cells »

Ce travail a été fait sous I’encadrement de mon directeur, Dr Huu Van Tra, professeur du
département de chimie de I’'UQAM et mon codirecteur, Dr Jalal Hawari chercheur principal
et chef du groupe chimie analytique et environnementale a I’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 a la conception du projet, la planification et réalisation
des travaux expérimentaux, I’optimisation des méthodes d’analyse, développement des

nouvelles applications et la rédaction des rapports servant a la rédaction finale des articles.
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Abstracl

Biopolvimers siuch as polvi hvdroxvalkanocates ) i PHAs) have received much attention due 10 their physico-chemical propenies, blode gradability,
anel biocompatibility that make tem good candidates for industrial and medical applications, Produced by somme micreorganisms PHAs accumulbate
within the cells of these orgaoisms. The oplinuzation of microbial processes 1o produce PHAS ala lower cost requires rapicd and acenrate techmgues
tor quantification of the hiopolymer in biotiass. The present study describes 4 method based on solid-phase micreextraction  SPME) coupled 1o zas
chromatography (GC) for the determinatton ol polyi 3-hydroxybutyraie) (PHB) in Alcahigenes latus cells. Fiest PHB was depolvinenized by either
meethanolic or hydrolyiic digestion inta methyl 3-hydroxybutyrate ( Me-3-HB) or crotonie acid (CAJ, respectively. The resulung anmalytes were then
subjected 1o analysis by headspace SPME/GC with flame ionization detection (FIX). The two depolymerizaion/SPME/GC-FI D methiods were
optimized and applicd 1o the anadysis of PHB in bacterial htomass harvested from a fermentation process that uses A, latus, Resulls were compared
with those obtained using GC-FID analysis of MeOH/CHCL: digested samples. Excellent agreement was foun] between the thiree methods but the
two SPME-based methods were envirommentally friendly and easier to perform,

Crown Copyright © 2047 Published by Elsevier B.V, All rights reserved.

Keveous: Poly3 hydroxybutyrate ) (PHB): Alcatigenes lains: Methanolysis; Hydrolysis, Sobid: phase nucivextraction (SPME)

t. Introduction

Polyihydroxyatkanoates) (PHAs) are known as polymers
composed of short or medium-chain-length 3-hydroxy fatry
acids produced by many ditferent species of bacteria. Poly-
S-hydroxybutyrate (PHB). the most common member ol the
PHASs senes. occurs s inelusion granules in the cells off various

microorganisins, and can be accumulated as carbon and energy
storage malerial under nitrogen Himted conditions. Because
PHB has physical properties similar to those of commonly
used, non-biodegradable, perochemical-derived thermoplastic
polypropylene. it has atracted much agenuon. The mherent
biodegradability and biocompaiibiiity of PHB and other PHAs
make them deal candidates for medical and pharmaceutical
apphications [ 1,2]

* Corresponding anthor Tel +1 311496 6259 fax -1 519 1906 6265

F-meil caldress. Fanoy Momtetl @ cnre-noe.ge ca (F Monted-Rivera)

02 96T

o 1O 1O L ¢ hivana 2007 3 121

Several microbial processes are presently being optinuzed 1o
prodace PHEB at a lower cost. The development and optimiza-
tion ot biotechnological processes requires rapid and accurate
quantification of PHB in microbial cells. A number ot meth-
uids have been used to serve this purpose. including gravimetry
[3] or [R-spectrometry [4] after solvent extraction, spectropho-
tomelry after quantitative conversion to cratonic actd (CA) m
concentrated sulturic acid [5], gas chromatography (GC) alter
hydrolytic esterification ina chlorinated solvent [6-9, and hguid
chromatagraphy alter quantitative conversion ot PHB o CA [ 10]
or 3-hydroxybutyric acid (3-HB ) [ 1 | ]. The method developed by
Braunegg et al. [6] based on the hydrolyue methanolysis ot PHB
in chlorotorm lollowed by chromatographic analysis s currently
the most commonly used. This method, which allows extraction,
hydrolysis, and derivatization 1o take place in one vessel, repre-

sented a major advance inrapidity and reproducibility compared
1o the previously employed techniques. However, the Braunegg
technique [6] requires handling and disposal of the hazardous
chierinated solvent CHCL;, and 15 still rather fastichious due 1w
the liquid-liquid extraction step.

we feom matter Crow o Copyright £ 2007 Published by Blsevier BV, All nehes reserved
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The aim of this work, therefore, was to design and optimize a
method for the rapid quantitative determination of PHB in micro-
bial cells harvested from fermentation processes. Two methods
were investigated that are both based on the use of solid-phase
microextraction (SPME), arecently developed solvent-free sam-
ple preparation technique [12]. The fisst method consisted in the
methanolysis of PHB in the absence of chloroform followed
by SPME/GC with flame ionization detection (FID) analysis
while the second method consisted in the total conversion of
PHB to crotonic acid in concentrated sulfuric acid followed by
SPME/GC-FID analysis. Accuracy, reproducibility, and practi-
cability of each method were estimated and compared to those
obtained using the methanolysis/CHCl; method as described by
Braunegg et al. [6].

2. Experimental
2.1, Chenucals

Poly[(R)-3-hydrozybutyrate] (PHB), (+/—)-3-hydroxybucy-
ric acid (3-HB) (95%), methyl (S)-3-hydroxybutyrate (Me-3-
HB) (99%), tranms-crotonic acid (1-CA ) {98%, benzoic acid (BA)
(99.5%). and trams-hex-2-enoic acid (+-HA) (99%) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Oakville. Canada). Concentrated
sulfuric acid (H2804, 95-98%) was purchased from Anachemia
(Montreal, Canada). Chloroform (CHCI3, approximately 0.75%
ethano| as preservative/certified ACS) was from Fisher Chem-
ical {Nepean, Canada), and methano! {CH; OH, HPLC grade)
from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Deionized water was
abtained with a Milli-Q"Y plus system (Millipore, Mississauga,
Canaday.

2.2. Production of PHB-containing biomass

PHB was produced by Alcaligenes latus (ATCC 29714) using
a sucroserich mecdium as carbon source. Five to 10mL of fer-
mentation broth was centrifuged and the biomass was washed
twice with distilled water to remove residual culture medium,
frozen. and lyophilized prior to PHB analysis.

2.3. PHB weanments

2.3.1. Methanolysis in chloroform

A slightly modified version of the method described by
Braunegg et al. [6] was used o analyze commercial PHB or
bacterial PHB stillembedded inthe freeze-dried cell mass (PHE -
CM). Briefly, PHB or PHB-CM {0-20mg) was added w0 a
mixture of 2 mL methanol acidified with 10% sulfuric acid and
containing benzoic acid (SgL'l) as the internal standard and|
2 mL chloroform. The mixture, kept in 10-mL Pyrex test tubes
equipped with PTFE-lined screw caps, was heated for 3h at
100 C using a modular dry block heater. Samples were vortexed
for 2 min every hour during heating, then cooled down to room
temperature and treated with deionized water (1 mL). Finally,
samples were agitated for 2 min and the organic phase was dried
over sodinm sulfate for subsequent analysis by GC-FID.

2.3.2. Methanolysis withowut chloroform

PHB or PHB-CM (0-20 mg) was added to | mL of methancl
acidified with 10% sulfuric acid and containing benzoic acid
(1gL"") as the intemal standard. Unless otherwise mentioned
the mixture was heated for 3h at 100°C in 20-mL amber glass
vials fitted with magnetic screw caps with PTFE silicone septa
(Varian, Mississanga, Canada). Samples were then cooled down
to room temperature before extraction of Me-3-HB by SPME
directly in the reaction vial and subsequent analysis by GC-FID
as described below.

2.3.3. Acid hydrolysis

PHB or PHB-CM (0-10 mg) was added to 1 mL of an aque-
ous solution of sulfuric acid (10, 30, 98%). Unless otherwise
mentioned each mixture was heated for 4 h at 70°C in 20-mL
amber glass vials fitted with magnetic screw caps with PTFE
stlicone septa and brought down to reom temperature. The vial
was then opened to allow slow addition of 2 mL of NaQH (4 M),
and SPME was conducted directly in the recapped reaction vial
for subsequent analysis by GC-FID as described below.

2.4. Solid-phase microextraction

Me-3-HB and r-CA resulting from methanolysis or hydroly-
sis of PHB were extracted from the headspace of the methanol
(1 mL) or the aquecus (3 mL) samples, respectively, by a
fused-silica fiber coated with the sotbent phase of inter-
est (Supelco, Bellefonte. PA, USA) under static conditions.
Five different fibers were tested for their ability to extact
Me-3-HB and +CA: a Stable Flex (23-Gage) 70pm Ca-
bowax/divinylbenzene (CW/DVB); a Stable Flex (23-Gauge)
65 pm polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVRY; a
Stable Flex (23-Gauge) 83 pm Carboxen/polydimethylsiloxane
(CAR/PDMS); a Stable Flex (23-Gauge) 5030 yum diviry 1ben-
zene/Carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS); and
a (24-Gauge) 85 jpm polyacrylate (PA) that was used manually
only. The five fibers were conditioned in a GC injector port prior
to use, according to the manufacturer’s recommendations.

Opiimization idescribed in more details in Section 3} and val-
idation of the method were done using 2 CombiPal autosampler
(CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) equipped with sam-
ple trays. a temperature~controlled agitator tray, and a fiber
conditioning station. Al movements of the SPME fiber includ-
ing preconditioning, adsorption, and desorption were precisely
controlled by a Cycle Composer software with Macro Edi-
tor version 1.5.3, Finmware 2.4.0. The magnetic displacement
of vials in the Combipal autosample:r implied using 20-mL
(73.5mm x 22.5 mm) amber glass vials sealed with magnetic
crimp caps with 1.3 mm PTFE-coated silicone septa (Varian).

2.5. Analytical techniques

2.5.1. Gas chmmatography

Both Me-3-HB and -CA were analyzed using a Hewlett-
Packard HP 6890 gas chromatograph equipped with a FID
system.
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Samples desorbed from the SPME fibers were injected
in the splitless mode on a DB-WAXetr capillary column
025 mm LD, 0.25 pm) trom Agilent J&W Scientitic
(Wilmington, DE, UTSA L The ijector temperature was kept at
2200C The GC oven temperature was held at 80°C for 2 nun,
ramped to 16(°C ata rate of 30°Cmin ', held lor 4 min, and
camped o 250°C (held for 4 nund at 35°Cmin ' Helium was
used as the carrier gas at a flow rate of .9 mL nun ' The flame

(3 m

junization detector was maintaied at 250 C.

Chlorotorm samples {1 pl.) were mjected in the split (3:1)
mode oo capillary column SPB-! ¢15m - .53 mm [D.,
15 pm) from Agilent J&W Scientific. The myjector and detee-
tor temperatures were set at 265 and 275 °C, respectively. The
oven temperature was set a1 50°C for S min, then mereased at
g rate of 30 °Cmin ' uniil the maximum emperature, 270 °C,
was reactied and maintained for 8 min.

& A

) Gus chromatography-mass spectromeliry

Byproducts generated during treatment of PHB under var-
jous conditions were identified by GC MS using an Agilent
68490 gas chromatograph coupled to a 5973 quadrupole mass
spectrometer with electran impact (70eV 1onization energy ).
Chloroform extracts (1 L) were injected in the splitless mode
0.2 um, 033 pm HP-SMS capillary column (Agi-
lent Technologies, Wilmington, DE. USA). The column was
ficated at 50°C for 2 min then raised 10 250°C ar 4 rate of
10-Camn ' and kept at this temperature for 12 min. Helium
was used as carrier gas ai an average velocity of 28cms ! The
injector lemperature was set at 250 °C and the detector interlace
was mainiained at 30 C. Data were collected inthe scan mode
between 45 and S anu

on u SUm

3. Results and discussion

Dirterent products may result from the depolymerization of
PHB depending on the treatment that is applied 1o disrupt the
polymicer

S Product distiibution upon application of various
dige stion treatments to commercial PHB

S0 Methanolysis in chioroform

The method first developed by Braunegg et al. [ 6] was used
as a reference method for the analysis of commercial PHB. Dif-
ferent amounts of commercial PHB were treated with acidined
methanal and chloroform for 3h at 100°C. GC-FID analysis
ol the resulting chloroform phase showed Me-3-HB and methyl
benzaate iMe-B. internal standard) as the only products 1o be
detected.

3.1.2. Methanolvsis without chioroform

Stnee chloroform is known to facilitate the methanolysis of
PHEB by helping the polymer 1o dissolve, it was necessary to
lirst contirm the occurrence of methanolysis in the absence of
chlorotorm. Various amounts of PHB were treated with acidi-
tied methanol at 100 C for 3h and water and chloroform were
added a posterion 1o allow phase separation. The chloroform

3{1) . T —T - I
| o
250 ® without CHCI
o th CHCI.
; L with CHCI, . o
20}
8 | *
15}
a | o
X 30 o
r~ 1
el °
5 [] 4
o)
°
0 . . : |
0 4 a 12 16 20

PHB amaunt (mg)

g, 1. Gas chromatographic detemmmmation of Me-3-HI dissolved e chloro

form after miethanolysis of PHB 1 the presence and absence of chloratorm

phase was analyzed by GC-FID and results were compared 1o
those obtained when introducing chilorotorm al the beginning
of methanolysis (l91g. 11 Response of Me-3-[1B in the chio-
roform added at the end of the reaction was clase 1o the one
obtained using Braunegg's method, thus contirming the reactiv-
ity of PHB with methanol even in the absence ol chloroform
Highest yields for the methanolysis of PHB without the torma-
tion of byproducts were obtained after 3 h heating at 100 °C. Al
further methanolysis experiments were thus conducredat 1060 °C
for A h.

3130 Acid hydrolvsis

A difterent way of analyzing PHB withow using chilorinated
solvent was 1o take advantage ol its ability to hydrolyze under
acidoralkaline conditions | 1 3], Asreported mihe literature | 1 3],
we conlirmed that hydrolysis ol PHB using 4 M NaOH ar 711 #(
gave the two monomeric products, 3-hydroxybutvre acid (3-
HB) and crotonic acid (CA ). While the latter could be detecred
both by GC-FID or HPLC-1'V, 3-HB was not volatile enougli
to be detected by GC We, therefore, decided to hydrolyze PHB
under acid conditions. Several concentrations of HaSQOQy were
investigated together with various emperatures. Using concen-
trated HaSQy at 70°C tor 4 b led 1o complete digestion of PHB
with CA being the enly product observed. Thiese optimal condi-

tions were the ones selected for all subsequent acid hydrolysis
experiments

Conditions selected Lor the depolymerization of PHB and the
resulting products are presented in Fig 2

220 Optinazation of SPME/GC analvsis

2.0 Me-3-HB m methanol

Reaction media resulting from the methanolysis of commer-
cial PHB in the absence of chloroform (1020 mg PHE, 1 ml
MeOH, 10% HaSO4. 1 gL LBA, 10 C. 3hywere used directly
to opthimize SPME parameters. Among the tive libers tested
for their ability to extract Me-3-HB trom the methanolic solu-
tions two stationary phases. DVB/CAR/PDMS and CW/DV R
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Fig I Depolymenzation of PHB wader vanous teatiments

appeared to be the most sensitive (Fig. 33 The former was
selected tor subsequent method development. Addition of salt
was not investigated in this non-aqueous medium. The fiber was
exposed 1o the headspace under static conditions at 40°C and
premcubation, extraction, and desorption times were varied in
order o deternine the optimal conditions (g, 4. [ncreasing
the preincubation time above 10 nun did not change signifi-
cantly the response of Me-3-HI3 and Me-B. Stmilarly. varying
the desorpuion time between 1 and 9 nun did not atfect signiti-
cantly the response of Me-3-HB and Me-B. Preincubation and
desorption times were thus hixed at 15 and § min. respectively,
in the remaming experiments. Indeed 15 min was selected for
the preincubation time to allow temperature 1o reach equilib-
ridm i case samples were nat completely cooled down betore
the analysis. Blank contrals confirmed that Smin desorption
was sutlicient to prevent any carryover. Lxtraction time pro-
tiles (e, 4C) showed that Me-3-Hb and the internal standard.
Me-B. behaved ditferently towards the fiber, with the tormer
adsorbing faster, as illustrated by the decreasing ratio of areas.
Since a stable ratio of areas between the analyte and the inter-

nal standard is a prerequisite tor valid quantitications, extraction
times ol 20 min were applied in all subsequent work.

Peak Area

d 4.
WECARPOMS CWOVE  POMSTVE

Fiber

tig 3. Comparative responses using vanous fibens for SPME/GC FID analysis
ol Me 3-HB after nethanolyas ( SPME s, 46 C; black columnsg and 2-CA
alter aaadic hydrolyvsis (SPME stane, 35°C) gray columns)

322, 1-CA i concentrated HaS04

SPME parameters were optilmized using the reaction media
resulting from the hydrolysis of commercial PHB in concen-
rated HaSOy (4-20mg PHB, L mL 98% HaS0,. 70 C. 44,
neutralization with 2 ml. of NaOL (4N, Among the five fibers
tested for their ability to extract (-CA from the acd solu-
tions three stationary phases, DVB/CAR/PDMS, CW/DV B, and
PDMS/DVB. appeared to give the highest responses (IFig. ).
Fiber DVB/CAR/PDMS was also selected tor subsequent
method development. The medium resulling from partial neu-
ralization ol HaSOy with NaOH contained 1.33 M NanSO,
(1892 L1 so thal no additional sall was introduced in the
SPME vial

The nber was exposed to the headspace under static con-
ditions at 35°C and preincubation, extraction, and desorption
times were varied in order (o determme the optimal SPME con-
ditions (Fig. 51, [ncreasing the preincubation time above 3 mun
did not improve significanily the response of (-CA. Simtlariy
varying the desorption lime between 3 and 9 min did not aftect
the respanse of 1-CA. Preincubation and desorption times were
thus fixed at 1trand 3 min. respectively, m the tollowing experi-
ments. Again a longer preincubation time was selected 1o ensure
temperature equilibrium. Blank controls demonstrated die exis-
tenee of a small carryover (1-2%c) that was totally removed
by mitrodueing a bukeout step of 3 nun at 230 7C between each
measurement. BXxtraction nme profiles (Fig. 3C) showed that
approxunately 40 min were necessary (o reach the equilibrium
ol 1-C A extraction. Methyl benzoate could not be used as intemual
standard due to us facility to hydrolyze in acid media. Another
compound, frans-liex-2-enoic acid (-HA ). was tested as inter-
nal standard based on its chemical resemblance with 1-CA but
the much longer time required to reach the extraction equilib-
riusn ruled out ils use for quantilication. Analyses were thus
performed without internal standard. Although the 7-CA exirac-
tion equilibrium was reached after 40 min exiraction tines of
10 min were selected 10 ensure a sutncient answer while keeping
reasonable the duration of analysis.

It 15 worthwhile noting that i all experiments where CA
was formed, the peak of rrans-CA (1-CA) was preceded by a
smaller peak that was identified as cis-CA (e-CAY by GC-MS,
and that represented approximately 9% of the sum of areas lor
1-CA and ¢-CA. Since ¢-CA was not commercially available,



&

(A) Me-B
35010 ] H—O—g—0—B——
3 ’
3 o
K10
o ° ad 2 Me-3-HB
] — PO
™ Srp o & * L .~,"' = -9
@ 0wl
@
[
1 Sxc10 "
PHB" 17.3 mg mL
10010 Me-B 1.1mgmL’
Extraction time. 10 min
5 0l Desorption time. 5 min
a0 i L A i .
0 10 20 30 40 50
Preincubation tme {min)
4 0x10
L (8)
- - Me-B
Q o -
e ———
30x10
Y | Me-3-HB |
Rl B ey L °
-4 |
* 20x10 1
g PHB 173 mg mi |
Oy sx10 Me-B 1.1mgmL
Preincubation time 15 min
10x10 Extraction time: 10 min l
!
510" i Carryover .
[ e, S s e ~— &
o 2 4 6 8 10 12 14 18
Desorption ume (min)
= . = 10
Gy r.g.e 3-HBMe-B Me-B
102104 N o— = | X g
|::| 85
g 00 ! @ %
3 '\Q g -
=4 ¢ 06
2 Box10 & §
: e o lost
F 04X
4 Ox 10 - e = T m
=00 Me-3HB| @
/ PHB: 8 8 mg mL 1 oy
. , 5
2010 Me-B' 1 1mgmL’ s
. / Preincubation time 15 min | o
tte Desorption time 5 min 2
—— ——— oo
i) B 10 15 Fii] 25 30

Extraction Time (min)

Fig 4. Elfect of (A1 presncubation Ume. (B) desorption tine, and (C) exitacton
e on the wsponse of Me 3HB and Me B (DVB/CARPDMS fiber tem
perature 41 € other parameters are indicated within each Agure). Emor bars
represent the standanl devianon ot tiplcate expenments (4 = 3)

quantitications ol PHB was performed using the 1-CA peak only,
taking advantage of the fact that the proporuon of c-CA relanive
10 /-CA remained constant in all experiments.

23 Applicanon of SPME/GC 1o the analysis of PHB:
meithod performances

Method performances of the two sequences (methanolysis/
SPME/GC-FID and hydrolysis/SPME/GC-FID) were evaluaied
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using commercial PHB at a concentration close to the one
used in the reference method, ie. few milligrams of PHB
per milliliter of solution. In order to determine the lowest
amounts of PHB detectable, some standards were also pre-
pared by dilution of the methanolyzed or hydrolyzed solutions.
All standards were analyzed in triplicate using Me-B as inter-
nal standard for Me-3-HB and without internal standard tor
1-CA. The linearity ranges, equation paramelers. and correla-
tion coefficients resulfing from linesr regression are given m
Table 1. The two calibration curves were well represented by
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Table 1
Analysiz of calibration standarde® by SPMEAGC-FID using DVB/CAR/PDMS coating
Method Target analyts Linearity range (g PHBL™Y) Lirsar squation® Corrslation cos ficient (1)
Me thar Me-3-HE 0.22-15 y=0.0447 (£0.0006)x + 0.0102 (£0.005) 09985 (n=T)
Hydralysis 1CA 0.016-2 y=6811.3 (£67.9)x — 75,8 (465 ) 09997 (n=8)

* For methanolys
ware made of 1 ml

andards wers made of 1 mL MaCH containing 10% HaS04, 1 1gL~! Me-B, and various amounta of Me-3-HB: for hydrolysie, standards
e Ha80y, 2ml 4 M NaCH, and var oz amoungs of 1-CA

Y Ror be-3-HE, y i the ratio of pedi; area relative 10 the intemal standsed and 1 & the concspiration of PHE ing L= For -CALy 18 the meaturad pask areqa and s

coneartration of PHE in gL~ Brrons are given between braciets

© Detarmined from the Unear regression analysiz of rn standards, uaing Misrecal Origin 6.0 software

lmear equations, as demonstrated by the correlation coelficients
(Table 1).

The method detection limits (MDLs) were calculated for
the hydrolysis and methanolysis according to published guide-
lmes [14], as 3 times the standard deviation for a measurement
value not higher than 10 times the MDL. On the basis of
these guidelmes, the method quantification limits (MQL} was
estimated as 10 times the standard deviation. The accuracy
(recovery) and precision (RSD) of the SPME/GC-FID method
were evaluated by analyzing a check standard of known concen-
tration (216.3mgL~" after methanolysis; 36.67 mgL.=! after
hydrolysis) seven times, and quantifying it using the estab-
lished linear calibration curves. The results for the detection
limits, precision, and accuracy of quantification are given in
Table 2.

Accuracy and precision were reasonable for both methods
although the reproducibility obtained in methanol was some-
what lower than that measured i sulfuric acid solutions. MDL of
methanolysis/SPME was found one order of magnitude higher
than that of hydrolysis/SPME likely due to the better extrac-
tion of organic compounds fromn aqueous solutions compared 1o
methanolic solutions. The fact that the extraction time of 10 min
for hydrolysis was still on the rising portion of the time profile
did not weigh down the precision of the method, thus justifying
our initial choice to reduce the analysis time. It should be noted
that the present data were obtained with a fiber that had already

for e analyaia of PHB by methanolysis!
SPMEGC-FID

SPME/GC-FID ard hydrolysia/

Methanolysis Hydrolysiz

Datection limits

MDL?® (mgl~") 5% 1.6
MQL" (mgL-1) 175 335
Accuracies
Actuagl concentration, [PHE] (mgL-") 216.3 15 AT
ound’, [PHB] (mg LYy 216.3+17.35 35951055
164 98
8 2

* Lunits of detaction were calaulated wing the squation, MOL = 2z where o
iz the standard deviarbon of 10 mewurs meris of low-concentranon spkes.
& ol guanificatnon were caloulged using the equation, ML= 1o,
atton b2 gaen a the mean £ 3D based on saven measurements
? Percent recoverias it used as a measure of accuracy.
® Percent relative standard deviation 15 given as a measure of precision.

been subjected to approximately 500 analyses all parformed in
acid media.

According to the above-determined MDL amounts of $3 and
4.8 pg of PHB could be detected by methanolysis/SPME/GC-
FID and hydrolysis/fSPME/GC-EID, respectively. Although
these amounts are higher than the minimal quantity detected
by Braunegg et al. using GC-MS (0.5 pg [6]) they are largely
sufficient to analyze the amount of PHB commonly obtained in
microbial cells. MDLs could have been improved by performing
the extraction step at higher temperature or under stirred con-
ditions but detection of traces was not the aim of the present
waork, On the contrary the extraction was performed at 40 C
and under static conditions to avoid the saturation of the fiber
that was observed when increasing the extraclion temperature
or mtroducing some stirring.

3.4. Application of SPME/GC 1o the analysis of PHB in
micrebidl cells: comparisen between methods

The two developed techniques. methanolysis/SPME/GC-FID
and hydrolysis/SPME/GC-FID, were applied to real PHB-CM
samples and results were compared to those obtained using
the method adapted from Braunegg et al. [6]. Three differ-
ent lots of PHB-CM grown on a sucrose-rich medium were
harvested, lyophilised, and grinded, and the resulting homog-
enized lots were subsampled for analysis by the three methods
(Table 3). The two SPME-based methods agteed very well
with Braunegg's determination, thus demonstraiing the appli-
cability of the present SPME -based methods to the analysis
of PHE in microbial cells. Precisions however were lower
than those obtamed with the reference method (methanoly-
sis: 1.0% < RSD < 16 4%; hydrolysis: 3.5% <RSD «12.0%) as
often observed with SPME.

Tabiz 2
Detsrmination of PHE In samples of FHB-cell mas: using three dilfersnt
methods

Sample Percery of PHE tndry cxlls £ 8D of miplicate analyzes (n=13)

Braunegg's Mathanolyzi/ Hydrolysiz/
method SPME/GC-FID SPMEMIC-FID
A 13.20+04 1277 £0.12
B 2447 £271 A4ET 2140
C 61.75 275 0.21+3 49
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oped by Braunegg the rwo SPME methods imvolve much less
time and manual operations. Methanolysis samples can be
analyzed directly just by displacing the wvial from the heat-
ing block to the SPME autosampler, while hydrolysis samples
only require opening the vials, adding NaOH and recapping
the vials belore analysis by SPME. Those are very simple and
fast operations compared to the fastidious solvent exiraction.
In addition, the two new methods present the advantage of
avoiding using the unwanted chlorinated solvent thai is chloro-
torm.

Copolyesters such as poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydro-
xyvalerate) are currently gaining interest due to their physical
and mechanical properties that are more appropriate for medt
cal and pharmaceutical applications. Preliminary resis showed
that methyl 3-hydroxypentanoate resuling trom the niethano-
lic digestion of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate
could also bhe analyzed by SPME/GC-FTD thus demon-
sirating the applicability of the method 10 other bopo-
lymers.

4. Conclusion

The present study demonstrated that SPME which is gener-
ally a methed of chioce for the analysis of analytes in agueous
media can also be applied to pure alcoholic solutions or concen-
trated acid solutions, The two depolymerization/SPMEVGC-1F 1D
methods developed were applied o the analysis ol PHE in
microbial cells. Results were in excellent agreement with those
obtained using methanolysis in chloroform but the SPME-based
wethods are less harmiul lor the environment and less time
consuming. I addition. the nibers could be used more than
500 times under harsh conditions thus making the methods
very promising for routine analysis of biopolyniers in microbial
cells.
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Whether extraction was perfornied with chlorolorm or willy
the solid adsorbent ( DVB/CAR/PDMS), clean chromatograms
were ubtained (Fig. 6) indicative of the prevalence of PHE as
hydrolysable material m the microbial cells. SPME-implymng
methuds gave results of similar accuracy as Braunegg's methaod,
so that quantitatively, the three methods were more or less
cquivalent However, compared to the method initially devel-
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Abstract

In the present study, we used microwave energy instead of conventional heating to ransform poly-3-hydr

axybutyrate (PHB) ino methyl 3-

hydroxybatyrate « Me-3HB) in aciditied methanol (H;SO.. 105, viv) mixture in less than 4 min at 10% microwave power. [he microwave assisted
method was then applied 1o analyze PHB produced by Afcaligenes latus. The PHB content in the bromass detenmined using microwgve heating was
comparsble to the amounnt found by conventional heating, Moreover. the new esterification method was at least 50 tmes faster than the coventional
methiod, affording a significant saving of tine and ¢oergy.

Crown Copynght © 2007 Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Revworay Mictowave beanng,; Poly- 3-hydroxybatyrate, Bstenficatton, Methyl 3-hydroxybutysate, Alealigenes latus

1. Introduction

Poty-3-hydroxybutyrate (PHB ). the simplest and most com-
manly known poly-3-hydroxyalkanoate (PHA), is gaimning
attention as a substitute tor petroleum-derived plasuc because
of its competing thermaoplastic properties with recalcirant poly-
mers dertved from tossil fuel and above all because ot its
biodegradability [1]. PHAs are produced by several microorgan-
1sms, such as Afcaligenes tatus as intracellular energy and carbon
storage materials. PHA granules are accumulated under unbal-

anced growth (mitrogen. phosphorous, sullur, or magnesiuim
listanion) or balanced growth (without Hinitation) conditions
and in the presence of excess carbon source [2]

Presently, biomass 1s analyzed for its PHB content accord-
ing to the widespread method developed by Braunegg et al. |3].
The method involves hydrolysis and subsequent methanotysis
of Iyophilized PHB contaming biomass followed by gas chro-
matography analysis of the 3-hydroxybutyrie acid methyl ester
(Me-3HB preduced. However, this method is time consuniing
and requires more than 3h ol heating i a dry bleck heater.

* spomding anthor Tel a1 514 426 6207 fax +1 514 496 6265

F-viced geegress qalal bawan @ e ca 1] Hawan)

Several researchers attempted 1o improve Braunege method 13
by changing the acid concentrition and the dry-biomass wei
[4.5] or by changing the acid and the derivatizing agent [6] using
the conventional heating method.

Recently, microwave technology has received considerable
attention as a green process for supie extraction and prepa-
ratton i analytical chenustey [7-10]. The major advantage ol
the microwave digestion lechmque is its high heating elliciency
which allews the occurrence of rapid breakdown of the sample
matrix [11]. nthe present study, 4 microwave digestion method
was developed for the analysis of PHB in bactental biomass
obtained alter lermentation ol A. {afus in sucrose. The eflect of
several variables. such as heating time. microwave power, and
acid concentration on the methanolysis ol PHB was nvestigated
to guantily the biopolymer it the microbial bioniass. To our
knowledge, the use of microwave heating tor PHB esterification
has not been reported before

2. Experimental
2.1 Chenucals

Poly[(R)-3-hydrosybutyric acid] was purchased lrom Fluka
(Buchs, Switzerland). Methyl(5)-3-hydroxybutyrate (Me-3HB)

DI L-96T RS - see tront matter Crown Copyrighn © 2007 Published by Fleevier B V. Al Aghts resenved

it 10 10164 ¢ hroma 20 M.022
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(99%, and benzow acid (99.5%) were purchased from
Sigma Aldrich (Oakville. Canada). Chlorotorm (CHCls, stabi-
lized in (1.75% ethanol/certined ACS ) was trom Fisher Chemical
(Nepean. Canaday, and methanol (CH30H, HPLC grade) was
obtained trom 1T, Baker Chemicals (Phillipsburg, NJ, LUSA).
Concentrated sulturic acid (H2 S0y, 95-98%) was acquired from
Anachemia (Monireal, Canada). Detonized waler was obtained
by passing water through Milli-QUV plus (Millipore) system.

2.2 Production of PHB by 4. laius

PHB was produced by A. {atns (ATCC 29714) using sucrose
as sule carbon source as deseribed by Grothe etal. [12]. Aliquots
of fermentation broth (5-10mlL ) were centrifuged and the pre-
cipitated biomass was washed mwice with distilled water 10
remove residual culture medium. frozen and then lyophilized
prior o methanolysis of PHB lor subsequent GC analysis

2.3 PHB estertfication

2.3.1. Conventional heanng

Pure PHB reference material (20 mg) was treated witha 2mL
MeOE/:804 (3% or (¥, viv) solution 0 150 mm « 20mm
screw-cap Kimax tubes. Chloroform (2 ml. was added fo the
resulting mixture and then spiked with benzoic acid o serve as
anmternal standard. The tubes were sealed tightly and heated mna
block heater at 100 C for 3.5 [ 3] Samples were homogenized
pericdically at [ hintervals for 1- 2 imin. Bacterial biomass con-
taining PHB was lyophilized and treated with acidified methanol
under conditions similar to the ones described for the PHB stan-

dards.

2.3.2. Microwave heatug

A Sharp Carousel, Maodel R-430CSC, nmicrowave oven
(LSKW, HIOOW output, 2.45GHZ) was used for the esteriti-
cation of PHB. A PHB sample (20 mg) was first esieritied in
MeOH/H SO, (3% or 109, vivi solution in 150mm - 20mm
screw-cap Kimax tubes. Samples were heated for several min-
utes (1 -6min) wilh occasional shaking every I min using a
anging between 10 and 3%, The reachon mixwre
was braught to room teriperature and treated with chlorotorm
(2mL) and 1 ml of water. The mixture was vigorously shaken
every [ nin. The organic phase was separated and analyzed for
methyl 3-hydroxybutyrate tMe-3HB) by gas chromarography
Lyophilized bacterial biomass was subjected 10 microwave irra-
diation n acidified methanol (3% or 11#%, viv, H-80,) under
conditions stilar to the ones described above Lor PHB standard.

power

24, GC-flame wonizaiion detection (FID}

Me-3HB was quanufied by a gas chromatograph (Agi-
lent 6891 GC-FID: Agilent Technologies Inc.. Wilmungton,
LIS Ay equipped with a capillary column SPB-1 (15 m
015 pom, Agilent J& W GC Columns) connected to an FID sys-
e The mjector and detector lemperatures were set at 265 and

275°C, respectively. The oven remperature was set at 50°C for

530 pm,

Table |
Methyl-3-hydroxybutyrate (Me-3HB) obtamed & Jifterent nocrowave wrdia
ton unee and power brora 20 nig pure PHB sample

Parameterns Me 3HE mwan « SD uny)

Power (%) Tinke (nny

10 Incomplete reacuon
To 0072
126 -0 11
LS = o adl

Sample degradation

il

IRV

Incomplete reaction
0.8 £ 0036
124 = 0102
124 +0.284

f R e
(53

Sample degradation

30

Sample degradation

Frach value s the average of thres measienents

S min and then increased at a rate of 30 °C/min until 276°C. A
sphitinjector (3:1) and He carrier gas (7.1 mL/min) were used

3. Results and discussion

Table | summarizes the amount of Me-3HB as recovered in
the chloroform phase after nrethanolysis ot PHB (20 mg ) at dig-
terent tme intervals and microwave power. Generated Me-3H1B
was quantilied using a reference standard material of Me-3HB.
Fig. 1 represents GC chromatograms of Me-3HB produced afrer
treatment of pure PHB and biomass containing PHB with acidi-
ted methanol (109, v/v, of Ha SOy pusing a microwave heater at
104 of power for 4 min (Fig. [(A and C)) and 309 of pawer tor

2min (Fig. 1(B)). We found that 4 min irradiation at 1144 power

Me-3HB

[A)

080 100 120 tao i
|(8) i Me-3HB

Me-Crotonate

1
1

oen 100 120 140 160 -
() Me-3HB

080 100 120 140 180

Time (min)

. 1. GC FID chromategrams ot the methy]l 3-hvdroxyvbutvrate (817 mny
produced dunng Ureabivent of PHB with acidified methanol (104, v/, H-800)
nsing microwave overs (A PHE savdard @ 1 of power, 4 min. (B PHB
standard at 30% of power, 2 mun, (C) PHB m bionuiss at 109 of power, 4 nun
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ws alter estenfication in block heater tBHY Tor 3.5 hand microwave (tMW) tor

e

i and 109 power al dand 109 sultunc acid concentrnian

gave the lughest Me-3HB amount (12.6 mg), representing 56%
o the theoritical yield (Table 1. Fig. 1iA)) The lower yield of
Me-3HB was attributed to the partition of the chemical between
the organic phase and water [13]. Below 2min, methanolysis
was incomplete and prolonged irradiation 10 6 min lead 10 the
transformation of Me-3HB o Me-crotonate (Table 1: Fig. 1(B)
16].

Fig. 2 shows the amounts of Me-3HB obtained rom pure
PHB and trom A, fares biomass afler being subjected to

microwave frradiation (10% power, 4 mm or heated n a he
block (100°C, 3.5 in aciditied methanol (3 and 10%, vA,
HaSO4). The two tested acidined methanol (3 and 10%, v/v,
HaS0, ) solutions did not reveal any major ditlerence in the
amount (9 mg) ol Me-3HB produced using conventional heat-
ing. but recovered amount increased from 610 9 mg, respectively,
by changmg the acid concentration from 3 to 109 (v/v) usit
microwave, Lower recovery of Me-3HB obtained at
1280 was partially atributed 1o incomplete rupture of celt
menibrane and thus reduced efticiency of PHB depolymerization
and methylation.

We  found that microwave assisted depolymeriza-
non/methylation of PHB was 50 times faster than that of
conventional heating. According 1o Gedye et al. [Y]. microwave
rradiation produces efficient internal heating due to direct
couphing of microwave energy with polar molecules, such as
methanol leading 1o & temperature increase in the system. Such

merease in temperature drastically depends on the dielectric
praperties ol the medium [ 14]. Since chioraform 1s bound to
decrease the diclectrie properties of the reaction mixture we
thus moditied the process by adding chloroform at the end
ol esterification so that the microwave efficiency will not be
alfected

After optimizing the microwave conditions for the methanol-
vsis of PHB standards we applied the method for the analysis
of A fates comaining PHB. Fig. 1(C) shows GC chromategram
ol Me-3HB obtaned atler esterification of PHB from biomass
in acidined methanol (10%, viv. Ha5Q4 ) during 4 mm irradi-
ation at 10% microwave power, The PHB content (%, wiw,

Table 2
PHB comtent A, dafus notmass after PHD estenheation in conventional block
heater and nuc rowave heating

Conventional heating Miciowave Ieating

In Without
chlorotornm

Without

cliloratorm chlorofonn

PHEB content %, wiw) 6173 Al 61 49
S %y iy 3 86 244
RAD (%) 727 637 LRI

* Standard deviation of five measurements

dry biomass) obtained in bacterial biomass {rom botli the con
ventonal heating metiod and the microwave-based method are
given in Table 2. PHB content in biomass was quantited using
PHB reference standard material 1o reduce the bias created
by the parmition of Me-3HB between the organic and aqueous
phases [13] and benzoic acid as internal standard. We found
that lie presence and absence of CHUL; has no eftect on the
measured amounts of PHB in biomass using the block heater
method (Table 23, indicating that the solvent i3 not needed in the
esterilication step as previously reported [ 3], Regardless of the
heating method, similar PHB content (61.49%., wiw, biomass}
were obtained, thus confirming that the new microwave assisted
esterification method was suitable (or PHB quantitication. The
new microwave method aflords a significant saving ot tme and
energy. For example, m block heater the energy consutned for
the esterihicatton step 1s about S8 K], however in microwave
oven, the energy consunied does not exceed 300 k), which means
an energy saving ot Y44

4. Conclusion

Use of microwave oven instead of block heater for PHE
eslerification proved to be rapid, quantitative and a compentive
wethod. The PHB content produced by A, fatus measured after
4 min microwave lreatment was comparable 16 that oblamed by
conventional esterification using a dry block heater for 350
The developed microwave method tor PHIS esteritication may
find utility as un alternative to the cumrently available proiocol
[3].
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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

é1é 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’Adlcaligenes 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, ot Me3HB et MeAB sont, respectivement, les esters
dérivés de I’acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et de I’acide benzoique (AB), ce dernier étant

utilisé comme standard interne. La mise au point de cette méthode est exposée dans I’art. 2.

Rgeme CHCly Bt CHCl;

118 . il
Me3HB Me3HB .
£ . =, M2

e ' MeAB |

¥

MeAB [
A . L i

|

{ | I {'
/|

;I 1
Temps de retwauen (mm)

Temps d2 rétvnton (mm’
a)

Figure 5.1 Méthanolyse acide (H,SO4 10 % v/v et AB 8 g L) d’une biomasse contenant environ
60 % de PHB ; a) chauffage classique (3 h a 100 °C), b) chauffage par MO (4 min a 110 W).
Analyse par GC, colonne capillaire SPB-1, détecteur FID. Injecteur split (3 : 1), volume

d’injection 1 pL.

b)
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5.3.1.2 HS/SPME - GC/FID

Le tableau suivant reprend quelques paramétres publiés dans [’article 1 (sect. 5.1) et qui ont
été pris en compte comme coefficients de mérite pour évaluer la performance de I’approche
HS/SPME-GC/FID suivie de la dérivatisation par méthanolyse acide. La mise en place de

cette méthode, les résultats de [’optimisation et la validation sont exposés dans cet article.

Tableau 5.1 Performance de la méthode Méthanolyse/SPME (mode headspace) - GC/FID pour
I’analyse du PHB dans les cellules d’4. latus. SPME a 40 °C (fibre : DVB/CAR/PDMS).

Limites de la méthode (a T d’extraction = 40 °C)

LOD?® 53 mg L
LOQ® 175 mg L™
LRL 15000 mg L
Fiabilité
conc. réelle 2163 mg L™
conc. trouvée ¢ 216+ 18 mg L™
PHB-étalons
Er® 0,1 %
cv' 8,1 %
) conc. trouvée ® 2900+ 50 mg L™
PHB-biomasse |
Ccv” 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 I'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 PHB; 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/conc. moyenne trouvée),
concentration moyenne trouvée de 7 mesures d’un étalon de PHB; g: concentration moyenne =
écart-type de 10 mesures d’un échantillon de biomasse; h: coefficient de variation de [’analyse de
biomasse, nombre de mesures égal 4 10.
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5.3.1.3 Micro-ondes - HS/SPME - GC/FID. Développement de la méthode

La figure 5.2 montre des chromatogrammes type, obtenus lorsque les produits dérivés sont
extraits directement du milieu réactionnel, dans I’espace de téte (headspace), par SPME
(HS/SPME) et analysés par GC/FID. 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/FID) (fig. 5.2 a) et dans un four aux micro-ondes (MO-
HS/SPME-GC/FID) (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 [’évaluation de
la performance et la validation du couplage micro-ondes — HS/SPME et le dosage par
GC/FID, ainsi que la comparaison avec les autres approches utilisées pour ’analyse du
poly(3-hydroxybutyrate) aprés la dérivatisation par méthanolyse acide. Le tableau 5.2
montre la matrice décrivant la droite obtenue par la régression linéaire lors de 1’étalonnage
interne par la méthode MO-HS/SPME-GC/FID, et dans laquelle se trouvent les statistiques de
régression supplémentaires renvoyées par la fonction « DROITEREG » du logiciel EXCEL.

a) b)

Figure 5.2 Méthanolyse acide (H;SO, 10 % vivetAB 1 g L") d’une biomasse contenant environ
60 % de PHB ; a) chauffage classique (3 h a 100 °C), b) chauffage par MO (4 min a 110 W).
HS/SPME sur une fibre DVB/CAR/PDMS. 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-GC/FID.

m 0,0472 b 0,0066
$€m 0,0006 sep 0,0055
R? 0,9993 sey 0,0084
F 5410 d; 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)), b est ordonnée & I’origine, se, est la
valeur d'erreur type correspondant & m, se, est la valeur d'erreur type correspondant a la
constante b (ordonnée & I’origine), R” est le coefficient de détermination, se, est l'erreur type
pour la valeur y estimée, F est la statistique /" observée et d; les degrés de liberté utilisés pour

obtenir la valeur critique (Fc).

Le test de validation de la méthode MO-HS/SPME-GC/FID a été réalisé a partir de la
quantification d’une biomasse dont ’analyse quantitative avait déja été faite en utilisant les
différentes approches étudiées, y compris la méthode de référence (méthanolyse 3 h a 100 °C
et analyse par GC), et qui ont ¢té décrites dans les articles 1 et 2. Ces résultats ont été repris
dans le tableau 5.3 pour les comparer a la nouvelle approche. Ce tableau montre aussi les
équations de I’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 Fc 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 v, et v,) calculés comme suit : v; =k
et v, =n - (k + 1), o k est le nombre de variables de I'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 PHB par les différentes approches.

PHB dans la biomasse

Méthode Parametres d"¢talonnage + écart-type (Y%ow/w)
(étalonnage interne) (n=3)
y =0,0195 (£0,0002) x -0,0009
GC/FID , 62+2
(£0,003) R?=0,999; F = 6774 (n =6)
y =0,0198 (+ 0,0002) x -0,012 (£0,003)
MO-GC/FID ) 62 +3
R?=0,999; F=7583 (n=9)
y = 0,0467 (£ 0,0006) x + 0,010
HS/SPME-GC/FID , 61+3
(£0,004) R* = 0,999; F = 6678 (n =7)
MO-HS/SPME- y =0,0472 (+ 0,0006) x + 0,007 259
+
GC/FID (£0,005) R* = 0,999; F= 5410 (n = 6)

n : le nombre d'observatjons; R®: le coefficient de détermination; F : La statistique F ou valeur F
observée. Les statistiques R” et F, ainsi que les valeurs d'erreur type correspondant a la pente
(s.m) et & I’ordonnée & I’origine (s.;), ont été obtenues a 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 (F¢), en fonction de la certitude (&) et du nombre de degrés de

liberté (v).
n ) a Fe(vi=1)
: : 001 sio
7 ; 001 i3
) 7 001 B

F: Tiré de: D. W. Stockburger. Introduction to Statistics: Concepts, Models, and
Applications, 1996. v, : 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 modéle.



91

5.3.2 Hydrolyse alcaline et acide du PHB microbien

La figure ci-dessous illustre les produits issus de I’hydrolyse alcaline du PHB avec NaOH 4
M (le cis et le trans-acide crotonique (AC) et I’acide 3-hydroxybutyrique) et de 1’hydrolyse
acide avec de I’acide sulfurique 98 % v/v (le cis et le trans-AC) et qui ont été analysés par
HPLC/UV.

—u— AC, hyd acide —#— AC, hyd alcaline —#— 3HB, hyd alcaline|

w ©
o
L |
5 ——
a A
3 7 —
T 2 ~ o
g K m

0

0 5 10
PHB (mM)

Figure 5.3 Séparation et analyse par HPLC/UV des produits dérivés de I’hydrolyse alcaline et
acide du PHB. L’hydrolyse a ét€ complétée aprés 4 h dans un bloc chauffant a 70 °C.

5.3.2.1 Hydrolyse alcaline — HPLC/UV

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 aprés I’hydrolyse les volumes de
solution ont été choisis pour différentes concentrations. Le tableau 5.5 donne le rapport
AC/3HB obtenu a 70 °C, 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 I’acide crotonique (cis
et trans-AC) et par ’acide 3-hydroxybutyrique (3HB) issus de I’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 ha T =70 °C.

Echantillon PHB (mg) Vol.sol. (mL) PHB (mM)* AC/3HB

PHB-1 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 I’unité monomérique du PHB = 86,09 mg mol™

Les paramétres de la régresion (figure 5.4) pour la droite de I’AC sont: m = 0,34 mM”, R? =
0,9995 et F'=9452 et pour la droite du 3HB : m = 0,19 mM™, R?=0,9998 et F =30 741.

¢®AC A 3HB

Aired'ACx 108

[y
Aire de 3HB x 10 ©

PHB (mM)

Figure 5.4 Courbes d’étalonnage pour le dosage du PHB a partir de ’AC et du 3HB issus de
I’hydrolyde alcaline, analyse par HPLC/UV.
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5.3.2.2 Hydrolyse alcaline — HS/SPME — GC/FID

La SPME a été effectuée apres I’hydrolyse en milieu alcalin, selon les conditions optimisées

pour la SPME de I’AC dérivé de I’hydrolyse acide. Ces résultats sont donnés dans la figure

suivante.
Réponse trans-AC ¢ AC, hyd alcaline
[ ™1 . 10000 —
| | 5
<
| Ro)
(%)
‘a 5000 -
3
©
' g
| A
<
cis-AC
| ‘.. 0 T 1
| 0 6 12
| A poids de PHB (mg)
a) b)

Figure 5.5 a) Chromatogramme type de ’analyse HS/SPME — GC/FID apreés I’hydrolyse
alcaline; b) étalonnage du PHB exprimé par l'acide crotonique qui en découle.

5.3.2.3 Hydrolyse acide - HPLC/UV

L’étude de I’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 a T = 70 °C, a d'ailleurs été étudié (figure 5.6 b). Les pourcentages de récupération
de chaque produit, I’acide crotonique total (cis + trans-AC) et I’acide 3-hydroxybutyrique
ont été exprimés en pourcentage molaire : 100 x (mM AC/mM PHB) et 100 x (mM 3HB/mM
PHB).

Pour I’étude de I’effet de la température sur I'évolution des concentrations de I’acide
crotonique (cis + trans-AC), des étalons de PHB ont été hydrolysés dans I’acide sulfurique
concentré pendant 4 h. Les réactions ont été réalisées en triplicata & des températures de 25,

70 et 100 °C (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 HySO, (98 % v/v) a 100 °C, 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, I’acide crotonique total (cis + trans-AC) a été exprimé en pourcentage molaire : 100 x
(mM AC/mM PHB).

—e—cis +trans-AC  —&—3HB —&—cis + trans-AC  —&—3HB
[
S 1003 S
3 g |
O ‘O [
S 50 S
(8] Q
\8 ‘8
3 3
x 0 ' X
| 0 % 100 o 1 2 3 4 5
l % v/v H2504 temps de digestion (h)
| _ I R —
a) b)

Figure 5.6 Récupération de I’AC et du 3HB obtenus par I’hydrolyde acide du PHB & 70 °C; a)
en fonction de la concentration d’acide sulfurique (t =4 h) et b) en fonction du temps de
digestion (98 % v/v H,SO,).

=
o
o

% de récupération d'AC
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% de récupération d'AC
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Figure 5.7 Représentation graphique des % de récupération d'aide crotonique; a)
hydrolyse acide (H,SO4 98 % v/v), 4 h & différentes températures, b) effet du temps de
réaction sur I’hydrolyse du PHB a 100 °C. Les barres d'erreur représentent 'écart type

de trois expériences (n = 3).



DEUXIEME PARTIE

EXTRACTION ET RECUPERATION DU PBH INTRACELULLAIRE
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5.4 Extraction du PHB accumulé dans I’Alcaligenes latus

Des échantillons d’une biomasse provenant d’Alcaligenes latus et renfermant entre 60 + 2 %
de PHB (mg de PHB/mg de biomasse séche) 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 a I’extraction avec du chloroforme. Toutes les
extractions ont été faites en triplicata et avec un méme lot de biomasse préalablement broyée.
Pour les extractions avec du chloroforme, ils ont été prélevés environ 20 mg et pour la lyse

80 mg. Aprés 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 I’extraction avec le chloroforme. Les extractions & 5 et
30 minutes ont été menées a 50 °C, 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 a la température ambiante et agités au Vortex trois fois.

100 |
3 |
c
© L,/-i -Chloroforme = 10 mL |
g /1 T
= / I + —#— Chloroforme =5 mL
| @ d e
2 & L e
| & o U —a— Chloroforme =3 mL
o e -
8 L |
| &: = |
wi
|

| ;/’ =
‘ 40

5min 30 min 24 h 48 h |

Figure 5.8 Efficacité de ’extraction de PHB par EC. Pour les échantillos traités durant 5 et 30
min, T = 50 °C, pour ceux traités pendant 24 et 48 h, T =25 °C. Les barres d'erreur représentent
I'écart type de trois expériences (n = 3).
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5.4.2 Extraction assistée par micro-ondes

Pour cette ¢tude les échantillons ont été exposés pendant 4, 5 et 10 minutes, a des puissances
de micro-ondes (Pyo) de 10, 20, 30 et 40 % de la puissance maximale (P, = 1100 W), avec
3 mL de solvant. La température aprés 10 min d’irradiation et Pyo = 40 % (440 W) a été de

50+ 1°C.

100
I
g e -
| S8/ 4 ——PMO = 440 W
5 ./ —
| = I W 1 PMO =330 W
| ~U r,-"’
:ﬁ e T/ _ T —#—PMO =220W
G ;/,%/_/———j —+—PMO =110 W
40 - 3 = , L
4 6 8 10
temps d'irradiation (min)

Figure 5.9 Efficacité de I’extraction de PHB par EAM, T=50+1°C. Les
barres d'erreur représentent l'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 a 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 ’extraction de PHB par EAS, T =50 °C. Les barres d'erreur
représentent 'écart type de trois expériences (n = 3).

La reproductibilit¢ de 'EAS a ¢été testée.

Dans cette étude A et B représentent deux

échantillons identiques avec 3 mL de chloroforme. La sonication a été effectuée a 50 °C

pendant 5 min. La position des tubes dans le ratelier, dans le bain, est indiquée par les cercles

noirs. Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids de PHB/poids de biomasse séche.

PHBenA=296%

A B
19 O @<«

PHBenB=47+4%

|

Figure 5.11 Test de reproductibilité dans le bain ultra-sons « Aquasonic » 150D. PHB
(%), pourcentage récupération de PHB =+ I'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 séche). La lyse a été poursuivie

durant une heure a 50 °C.

Pour évaluer I’efficacité de cette méthode comme voie d’extraction du PHB intracellulaire,

ils ont été introduits des témoins servant a 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 utilis€és comme de témoins pour évaluer le

PHB récupéré, mais qui ne peut €tre expliqué par la lyse elle-méme (tableau 5.7).

Tableau 5.6 Taux de récupération de PHB, obtenu a partir des étalons témoins

(PHB commercial).

. . uantité (m Taux de
Echantillon préle?ée ( gt)rouvée ! récupération b (%)
PHB-LCF-1 10,4 5,9 56
PHB-LCF-2 10,1 5,4 54
PHB-LCEF-3 10,2 5,5 54
moyenne £ écart-type 55+1

PHB-LCF : des échantillons de PHB 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 I’échantillon (dilution dans le chloroforme et filtration). Cette derniére est utilisée pour séparer
le PHB extrait des cellules non lysées, en utilisant le chloroforme, étape nécessaire pour la
préparation de I’échantillon avant de réaliser la méthanolyse acide précédant I’analyse GC/FID.

a : valeur trouvée lors de I’analyse et |’étalonnage par GC/FID.

b : taux de récupération, ce quotient permettra d’évaluer I’efficacité de la lyse enzymatique avec
la kitalase comme technique de extraction du PHB.
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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.

Echantillon Poids de biomasse Ma}sse de PIﬂ-IB
__(mg) expérimentale * (mg)

B-1 79,9 10,5

B-2 80,8 R

B-3 80,9 11,3

moyenne * écart-type 11,0 £ 0,4

B: échantillons de biomasse qui n'ont pas été lysés et qui ont été utilisés comme contrdles
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 I'analyse GC, impliquant cette
derniére, la dilution des échantillons dans le CHClI; et la séparation par filtration.

a: valeur trouvée lors de I’analyse et I’étalonnage par GC/FID aprés et la récupération du
PHB dans le chloroforme, suivie de la méthanolyse acide.

Le tableau 5.8 montre les quantités de PHB récupéré a partir des échantillons de biomasse
lysés. Pour évaluer uniquement ’efficacité de la lyse enzymatique comme méthode de
récupération du PHB, les valeurs obtenues lors de I’analyse quantitative ont été affectées par

les valeurs obtenues a 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’A4. latus.

Fchantillon . Poids de o EVIasse de PHB (mbg) . Efﬁca.lcitdé
biomasse (mg) théorique” expérimentale’ corrigée” d’extraction” (%)
BL-1 80,3 49.8 32,3 39,0 78
BL-2 80,5 499 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 exprimée en mg, ex.: pour
’échantillon de biomasse BL-1, masse théorique = 80,3 x 0,62 = 49,8 mg

b : valeur trouvée lors de I’analyse et I’étalonnage par GC/FID aprés la lyse de la biomasse et la
récupération du PHB dans le chloroforme, suivie de la méthanolyse acide.

¢ : valeur calculée tenant compte des témoins, ex. : pour I’échantillon de biomasse BL-1, masse
corrigée = 100 x (32,3 - 11,0 /55) = 39,0 mg

d : efficacité de I’extraction (ex. : pour BL-1), Efficacité = 100 x 39,0/(49,8) =78 %
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Dans I’histogramme suivant sont comparées les différentes méthodes d’extraction étudiées,

I’extraction par solvant (EC, EAS, EAM) et en milieu aqueux par la lyse enzymatique :

* EC effectuée a température ambiante, 48 heures de contacte et 10 mL de
chloroforme.

»+ EC,EAS, EAM a T =50 °C, 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 a

50 °C.

Venay = 10mL Veney = 3mL

I WEC,48h, Tamb
EC, 50°C, 5min
I w EAM, 40% (T < 50 °C), 5min
® EAS, 50°C, 5min
44
w LE, 50°C, 1h

Figure 5.12 Comparaison de |’efficacité d’extraction de PHB selon ’approche utilisée. Les
barres d'erreur représentent I'écart type de trois expériences (n = 3).

Efficacité de 'extraction (%)



CHAPITRE VI

DISCUSSION

Une premiére étude de ce travail a été publiée et a montré que le couplage HS/SPME-
GC/FID permettait d'analyser les PHA intracellulaire, avec des limites de détection (LOD) et
de quantification (LOQ), largement inférieures aux concentrations du biopolymére 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 PHA/mg de biomasse séche) (AAC, 2003). Ceci correspond a une concentration de
2000 mg L' (20 mg de biomasse séche dans 2 mL de méthanol acidifié) ou 4000 mg L™ (20
mg de biomasse séche dans | mL de méthanol acidifié¢), alors que la limite de quantification
par méthanolyse acide et HS/SPME-GC/FID est de 175 mg L™ (tab. 5.1). La HS/SPME a été
appliquée directement apres la réaction de dérivatisation. En utilisant la méthanolyse comme

méthode de dérivatisation, aucune manipulation supplémentaire n’était nécessaire.

Dans cette étude, la SPME/GC/FID a été aussi utilisée apres I’hydrolyse acide. La mise en
place de cette méthode d’extraction a demandé un travail analytique important dont les

résultats de I’optimisation sont exposés dans I’article 1.

Une deuxie¢me étude a prouvé expérimentalement que I’irradiation par micro-ondes des
échantillons, aussi appelée chauffage diélectrique,  permettait la dépolymérisation
quantitative du biopolymére 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 deuxiéme 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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Apres 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 étre simplifiée et le temps d’analyse raccourci si,
avant I’analyse GC/FID, I’ester méthylique dérivé (Me3HB) était extrait du milieu

réactionnel par micro-extraction en phase solide.

6.1 Couplage micro-ondes-HS/SPME-GC/FID

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 ’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 ’échantillon.

Le couplage micro-ondes, HS/SPME et GC/FID 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
I’étalon interne, avec de I’acide benzoique (AB) 1 g L' 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 a mentionner que pour les analyses impliquant la HS/SPME, la quantité d’AB comme
étalon interne fut réajustée, de 8 g L™ a 1 g L', afin de favoriser I’adsorption du Me3HB sur
la fibre SPME. Il avait été constaté qu’a des concentrations d’AB de 8 g L™, ’adsorption du
benzoate de méthyle empéchait celle du méthyl-3-hydroxybutyrate.
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La figure C.4 montre les chromatogrammes résultants de la méthanolyse de 10 mg de PHB,

en utilisant des concentrations de 8 g L etde 1 g L.

Les parametres de la régression de la droite d’étalonnage ont été obtenus a partir de la matrice
décrivant la droite et qui est renvoyée par la fonction « DROITEREG » du logiciel EXCEL.
Tel qu’il a ét¢ montré dans le tableau 5.2, R’ est égal a 0,999 et la valeur F observée
nettement supérieure aux valeurs critiques (tableau 5.5). Il y a donc une relation significative
entre la variable indépendante (concentration du PHB) et la variable dépendante (réponse du
détecteur). De plus, les valeurs R® et F se trouvent dans le méme 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 méme stock de biomasse a été calculée en
utilisant [’équation des moindres carrés obtenue par ajustement de la courbe d'étalonnage, de
la méthode MO-HS/SPME-GC/FID. 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 I’analyse quantitative selon la méthode « classique » de
dosage, la MO-HS/SPME-GC/FID permet la quantification du PHB dans les cellules en

moins d’une heure.

Outre le PHB, la méthanolyse acide du copolymére P(BHB-co-3HV) est aussi faisable dans
un four aux micro-ondes. C’est ce qui apparait sur le chromatogramme obtenu par irradiation
du copolymere a 110 W durant 5 min, illustré sur la figure C.7 et semblable a celui obtenu
par les méthodes GC/FID, injection directe, et HS/SPME-GC/FID. Les conditions optimales
d’irradiation n’ont cependant pas été déterminées pour le cas du copolymére. Les résultats
préliminaires indiquent que la réaction compléte d’estérification nécessite plus d’énergie que
celle de I’estérification du PHB. Aprés 5 min a 110 W, de petites particules solides
apparaissaient encore en suspension, indiquant la présence de copolymere intact. Ceci
pourrait étre la conséquence de leur granulométrie. Tandis que le PHB commercial se
présente comme une poudre tres fine, le P(BHB-co-3HV) commercial est constitué de

cailloux trés durs difficiles & 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 I'acide sulfurique concentré, le PHB dont la
température de fusion est d’environ 180 °C, fond et briile en quelques secondes sous
’irradiation aux micro-ondes 4 110 W (limite inférieure de puissance du four micro-ondes
utilisé dans ce travail). Comme déja expliqué (section 2.6.1), I'acide sulfurique absorbe trés
fortement I'énergie micro-onde et la température de réaction s’éléve a plus de 300 °C dans un

temps trés court.

Des études faites par chauffage conventionnel avec de I'acide sulfurique concentré ont montré
que la formation d’acide crotonique dépendait d’une fagon importante de la température
(figure 5.7). A des valeurs de 100 °C dans I’acide sulfurique concentré la quantité d’acide
crotonique était considérablement réduite, probablement dii a la formation de produits
secondaires tel que le crotonate (Yu et al., 2005) ou le trans-acide crotonique sulfoné (Amat

etal., 1987).

Sur plusieurs des chromatogrammes obtenus par HPLC/UV aprés I’hydrolyse dans I’H,SO,
(98 % v/v) a 25 et 100 °C, les pics des isomeres cis et trans-acide crotonique, situés a 42,7
min et 47,4 min respectivement, étaient trés larges, déformés, et/ou non résolues a 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 I’acide 3-hydroxybutyrique ne présente qu’une faible absorption 4 210 nm
lors de I’analyse par HPLC/UV (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 I’acide 3-hydroxybutyrique (B-butyrolactone) la SPME et I’analyse
par GC s’averent inefficaces. Pour toutes ces raisons, il n’a pas été envisagé I’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 a 70 °C) ont montré qu’il y a de
la formation de 3HB, cis-AC et trans-AC comme dans ’hydrolyse acide avec de V’acide
sulfurique dilué, mais a différence de cette derniére, les chromatogrammes sont trés clairs
(figure C.9). Aussi, la quantité des produits formés est linéairement proportionnelle a la
quantité de PHB hydrolysé (figures 5.4 et 5.5b ). Toutefois, tel qu’il a été illustré a la figure
5.3, moins d’AC se produit lors de 1” hydrolyse avec le NaOH, ce qui peut eventuellement
nuire a 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 I’hydrolyse alcaline
du PHB par chauffage conventionnel et dans lequel les pics correspondants aux cis et trans-

acide crotonique sont clairement identifiables.

L’hydrolyse alcaline a aussi été effectuée sous irradiation aux micro-ondes. Environ 10 mg
de PHB ont été mélangés avec une solution de NaOH (4 M) et soumis a 4 min d’irradiation
avec une puissance de 110 W. La solution résultante était transparente, en apparence égale a
celle obtenue lors de [’hydrolyse alcaline par chauffage conventionnel. La micro-extraction
en phase solide a été effectuée apres le refroidissement de la solution et I’ajout d’acide pour
abaisser le pH, les conditions opératoires sont les mémes que celles appliquées apres

I’hydrolyse acide (décrites dans I’article 1).

L’analyse par GC/FID a donné le méme profil chromatographique (figure C.11) que celui
obtenu lors de la digestion en utilisant un bloc chauffant (figure 5.5a). Or I’acide crotonique

ainsi obtenu pourrait servir pour le dosage du PHB.

I1 est toutefois a noter que ceci est seulement possible dans un four micro-onde monomode,
avec contrdle de la température. Selon les auteurs (Yu et al., 2005), lors de la formation
paralléle du 3HB et de I’AC dérivés de I’hydrolyse en milieu basique (figure 6.1), le rapport
k1/k2, dépend de la température.
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P S
CH3-CH-CH,-C-OH
CHy 0 ky 3HB
[-O-CH-CH,-C-]
PHB k2 ™~

.
CH4-CH=CH,-G-OH
AC

Figure 6.1 Formation paralléle d’acide 3-hydroxybutyrique (3HB) et d'acide crotonique (AC)
a partir de ’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 fagon
significative (voir tableau 5.5). De plus, les courbes de calibration, soit lors de ’analyse par
HPLC/UV, soit par I’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 a des problémes de qualité des
produits finis. Ces difficultés sont en grande partie liées aux méthodes d’extraction
produisant la dégradation du poids moléculaire des biopolymeres et qui provoquent
’altération des propriétés en tant que plastiques. En général, I’extraction par solvants
organiques a basses températures et la lyse enzymatique sont parmi les techniques qui

dégradent le moins le polymeére.

L’extraction du PHB avec le chloroforme, complétée par la précipitation sélective dans le
méthanol a été une technique trés utilisée pour la récupération des polyhydroxyalcanoates. A
basses températures, il est possible d’obtenir des rendements raisonnables du produit, sans
pratiquement aucune dégradation significative. A 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 a I’extraction de PHB des
échantillons d’une biomasse provenant d’4. latus. Afin de réduire la consommation de
chloroforme, ’extraction classique (EC) a été assistée par sonication (EAS) et par micro-

ondes (EAM).

Comme méthode alternative a ’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 ’efficacité du chauffage aux micro-ondes. La quantité de
PHB extrait en utilisant I’énergie aux micro-ondes, de 86 £ 10 %, a presque doublé celle
recouvrée par la méthode classique (44 = 6 %), dans un méme intervalle de temps et avec la
meme quantité de solvant (3 mL de chloroforme). Il est a noter qu’a température ambiante,
I’extraction quasi complete (96 + 3%) n’a été possible qu’apres 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 I’effet des micro-ondes ne peut pas étre
expliquée par une élévation de la température puisque, aprés 10 min a Pyo= 40 % (440 W),
la température finale de la suspension était de 50 + 1 °C. La réponse se trouve plutét sur le
mécanisme d’extraction lui-méme. Inversement a I’extraction par solvant conventionnelle, la
force motrice de I’extraction n’est pas contrdlée par la diffusion du soluté en vue de son
expulsion a la surface de la biomasse. Le chauffage trés rapide de I’eau résiduelle qui est
présente dans la biomasse entraine une augmentation aussi rapide de la pression a I’intérieur
des cellules de la matiére. Cela meéne a une inversion du gradient de température, illustré
dans la figure 3.1, et & une amélioration du transfert de la masse sous I’effet de la pression
des matiéres solubles & I’extérieur de la biomasse. Dans bien des cas, la pression interne
s’éléve de fagon suffisamment élevée pour faire exploser la paroi de la cellule, ce qui entraine

’expulsion du contenu qui sera dissous dans le solvant environnant (Foragen, 2001).
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En général, les taux de récupération en utilisant ’EAM ont été trés variables (écarts allant de
4 a 13 %). 1l est a 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
['hétérogénéité du champ a l'intérieur du four. Pour obtenir des résultats reproductibles tous

les paramétres doivent étre soigneusement controlés.

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 a 440
W a des temps de réaction de 4, 5 et 10 min, tout autre paramétre 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 déja saturé. Etant donné les conditions de I’extraction surtout que la
pression a I’intérieur des tubes ne pouvait étre contrdlée, des volumes supérieurs a 3 mL

n’ont pas été étudiés.

6.2.2 Extraction assistée par sonication

L’onde ultrasonore est une onde de méme 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 a des fréquences entre 20 — 40 kHz (Costes, 2004). La rupture de la
membrane plasmique et ’accélération de la diffusion au travers de membranes, conduisant a

la libération du contenu cellulaire, est une pratique couramment utilisée dans les laboratoires.

L'extraction assistée par sonication a été utilisée afin 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 a utiliser un bain a
ultrasons rempli d'eau qui baigne la partie inférieure des tubes contenant les échantillons a
lyser. Les échantillons ont été soumis & un champ ultrasonore, pendant une durée de 5, 15 et

30 minutes.
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Pour I’étude de différentes combinaisons de paramétres pendant I’extraction, les échantillons
ont été placés dans un panier grillagé adapté a 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 a 50 °C. Et bien que la
température d’opération ait été fixée a cette valeur, elle était mesurée, en utilisant un
thermométre, apreés chaque série de pulsations. Des variations de température pouvant

atteindre 4 °C ont été observées.

D'autres inconvénients existent qui peuvent compromettre la reproductibilité des résultats. 1
est a 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 di 4 la construction méme
des bains a 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 homogene
dans l'espace. Par conséquent, le degré de lyse des micro-organismes est hétérogeéne d'un
échantillon a I’autre, et n'est pas controlable (Colin et al., 2000). A cet effet, la cavitation a
été mesurée dans différents points dans le bain. Sur une échelle de 0 & 100, des variations de
50 4 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 plagant un tube a la fois
au milieu du bain. Toutefois, le balayage de fréquence « sweeping » uniformise et répartit

d’une fagon plus homogene la cavitation pour augmenter I’efficacité des processus.

La figure 5.10 montre les résultats obtenus lors de I’extraction assistée par la sonication, en
appliquant des ultrasons a balayage de fréquence de 38,5 a 40,5 kHz et une puissance de 135
W. Il est d’abord & 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 a 3 et 5 mL, ni de les améliorer en prolongeant le temps de sonication a

30 min (figure 5.10). Ces résultats sont d’ailleurs analogues a ceux obtenus par Feliu et
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Villaverde (1994) lors de I’extraction de la P-galactosidase contenue dans E. coli. par
sonication & 100 W et une fréquence de 20 kHz, en utilisant des volumes de solvant
(chloroforme-SDS) 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 étre constaté dans les la figures 5.8 et 5.10, les taux de
récupération obtenus par EAS a 50 °C avec 10 mL de solvant et 30 min de contact (15
sonication + 15 repos) sont assez proches de ceux observés en utilisant ’extraction classique

450 °C, 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 I’enzyme lytique de la Rhizoctonia
solani a rompre la membrane externe chez Alcaligenes latus. Cette enzyme a été choisie car
sa production a l'échelle commerciale (a priori identifiée R. solani) est tout a fait réalisable
(Kobayashi et al., 1982). Les conditions de digestion utilisées, pH = 5 et T = 50 °C, ont ét¢é
celles rapportées pour la lyse des cellules de Kluyveromyces fragilis (Belem et Lee, 1998) par
une enzyme produite par Cytophaga. Cette derniére avait déja permis la lyse et le relargage
du PHB accumulé dans A4. eutrophus (Harrison et al., 1991b). Les résultats présentés dans le
tableau 5.8 ont montré que la lyser enzymatique avec la kitalase est réalisable, toutefois, il
reste a définir les conditions optimales de lyse ainsi que le temps nécessaire pour atteindre le

rendement maximal.

Il est aussi important a signaler que la lyse enzymatique avec la kitalase, a été possible sans
prétraitement de la biomasse (avec de ’EDTA, des détergents, etc.). A cet égard, il est a
noter que la nature de la kitalase, comme celle d’autres enzymes lytiques d’origine
microbienne, lui confére une activité de plusieurs enzymes dont essentiellement de la B-(1-3)-

glucanase, de la pectinase et de I’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, a I’intérieur de laquelle se trouve le PHB (Harrison et al., 1991b).

L’examen du tableau 5.6 permet de constater que des pertes d’environ 45 % de PHB
(équivalente a un taux de récupération de 55 %) se sont produites lors de I’étape de

récupération et purification, ce qui a entrainé un abaissement du rendement.

D’abord, la centrifugation 4 3720 g s’est révélée inefficace, souvent, le culot instable se
remettant en suspension. Comme déja vu, des vitesses de centrifugation de I’ordre de 10 000
g et plus sont souvent nécessaires, notamment si le PHB produit posséde une masse

volumique trés proche de celle de ’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 matiere cellulaire telle que l'efficacité de la filtration a été

compromise.



CONCLUSIONS

Ce projet a visé Iutilisation des procédés « verts » pour I’extraction et quantification de
biopolymeres 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, I’utilisation
de la sonication, ’extraction assistée par MO et la lyse enzymatique ont été utilisées dans le

but d’extraire le biopolymére 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 ’ester méthylique de I’acide 3-hydroxybutyrique & &tre analysé, le
chloroforme, solvant toxique et polluant, a pu étre éliminé de ’analyse. Il a aussi été montré
que l'utilisation des micro-ondes afin d'effectuer la méthanolyse, induit des temps de
réactions considérablement diminués, passant de 3,5h (chauffage classique a 100 °C) a 4 min
(sous irradiation micro-ondes a 110 W). La technique HS/SPME-GC/FID s’est avéré une
méthode simple, rapide et fiable pour ’analyse du PHB dans la biomasse, et potentiellement
applicable a I’analyse du copolymére PHBV. Aprés optimisation, les limites de détection et
de quantification et les critéres de fiabilité s'averent satisfaisants aussi bien pour la SPME a la
suite de la méthanolyse qu’aprés I’hydrolyse acide avec de I’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’4. larus ont €t€ analysés par GC/FID et les
résultats ont été comparés a 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 I’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 deuxiéme 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 ét€ constaté que I’utilisation des micro-ondes
favorise le transfert du PHB depuis I’intérieur des cellules vers la solution, en permettant
ainsi une amélioration notable de la performance de I’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 a 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, 3mL = 86 = 10 %, EC 24 1om = 93 £ 3 %; EC 455, 10m. = 96 £ 3 %).
L’augmentation de la température et I’application de I’agitation vigoureuse ou des ultrasons
est favorable au procédé de transfert de masse mais cette opération reste contrélée 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 mémes résultats ont été observés par I’EC a 50 °C et aprés
sonication (trois pulsations de 5 min avec arrét de 5 min entre chaque pulsation) dans un bain
ultrasons chauffé a la méme température. Devant ce constat, la pertinence de la sonication
pour lyser les cellules d’Alcaligenes latus, dans les conditions utilisées, n’a pas pu étre 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 a I’extraction par
solvant. La présence d’un solide blanc 1égerement jaune apres le traitement avec la kitalase,
indique que les cellules ont été lysées. Cet a priori favorable a été confirmé par I'analyse en
chromatographie en phase gazeuse. En perspectives, il reste a déterminer les conditions
optimales de lyse ainsi que le temps de digestion. Mais, ’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

Analytical technique

Reference

Propionic acid

Butyric acid

Valeric acid

Hexanoic acid

Heptanoic acid

Octanoic acid

Nonanoic acid

Decanoic acid

Undecanoic acid
Dodecanoic acid
Tetradecanoic acid
Hexadecanoic acid

'H NMR, C NMR

GC(MS), *H-NMR, ®C-NMR, *H-**C-COSY
NMR, 'H-'H-COSY NMR, *H-*C-HSQC-
TOCSY, NMR

HPLC

GC, 'H-NMR, C-NMR, 'H-"*C-cosY
NMR, 'H-'H-COSY NMR

HPLC

GC(MS), 'H-NMR, *C-NMR, *H-"*C-cosy
NMR, H-'H-COSY NMR, ‘H-"C-HSQC-
TOCSY NMIR

GC, 1H-NMR, *C-NMR, H-2C-CcOSY
NMR, *H-'H-COSY NMR

GC(MS), 'H-NMR, C-NMR, 'H-*c-cosy
NMR,'H-1H-COSY NMR, 1H-"*C-HSQC-
TOCSY NMR

GC, 'H-NMR, ’C-NMR, 'H-"*C-COSY
NMR, *H-'H-COSY NMR

GC(MS), 1H-NMR, 3C-NMR, *H-C-
COSY NMR,'H-"H-COSY NMR

GC, 'H-NMR

GC(MS), 'H-NMR, *C-NMR

GC(MS), *C-NMR, 'H-"H-COSY NMR
GC(MS)

1

2,3,4,56,7,89

10,11
2,4,6,8
11, 12

2,4,13,6,14,15,7,8,9

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: Brandl 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.1 Des enzymes lytiques d'origine microbienne et conditions optimales de
digestion. (Tiré de : Andrews et Asenjo, 1987.)

Optimum
Source Substrate Ref.
pH T(°C)
Oerskovia xanthineolytica/ Saccharomyces, 13-15
Arthrobacter luteus Candida,
Arth robacterGJM -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
Oerskovia CK
glucanase with 35-40 S. cerevisiae 16
proteolytic activity 60
whole yeast cell activity 9.0 35-40
Rhizoctonia sp.
glucanase 5.5 55-60 Candida, 18
protease 6.5 40 Saccharomyces,
whole yeast cell activity 6.0 40 Hansenula
Cytophaga NCIB 9497 9.0 45-55 S. cerevisiae, 19
Bacillus,
Corynebacteria,
E. coli
Lysozyme 6-7 35 E. coli
(hen egg-white) M. lysodecticus and
other bacteria
Cytophaga B-30 9.5 50 Staphilococcus a
(Lysopeptase)
Staphylococcus sp. 6-7 37 Micrococcus luteus 21
Streptomyces globisporius 6.5 50 M. lysodecficus 22
(N-acetylmuramidase) Streptococcus
(Mutanolysin)
Micromonospora sp. 11 60 E. coil 23
(lytic protease) S. marcescens
P. aeroginosa
B. subtilis
Bacillus subtilis 7.8-8.5 30 E. coil 24

(Iytic protease)

a: Miles Technical Information (1984) lysopeptidase.
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).



APPENDICE C

CHROMATOGRAMMES DES PRODUITS DERIVES DES PHA, OBTENUS
PAR LES DIFFERENTES TECHNIQUES UTILISEES

Chromatogramme méthanolyse acide-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire SPB-1
Chromatogramme méthanolyse acide-GC/FID, PHB dans la biomasse, colonne SPB-1
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-GC/FID, copolymére 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 — HPLC/UV, PHB (étalon)

Chromatogramme hydrolyse alcaline — HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire
DB-WAXetr

Chromatogramme hydrolyse alcaline - MO - HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne
capillaire DB-WAXetr

Chromatogramme hydrolyse acide — HPLC/UV, PHB (étalon)

Chromatogramme hydrolyse acide — HS/SPME-GC/FID, PHB (étalon), colonne capillaire
DB-WAXetr
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Figure C.1 Méthanolyse acide de 20 mg PHB avec 2 mL de MeOH acidifié (10 % (v/v) H,SO,),
contenant 8 g L™ d’acide benzoique (AB) comme étalon interne et 2 mL CHCls, a) chauffage
classique (3 h, 100 °C), b) chauffage par micro-ondes (MO) 4 min, Pyo =110 W. Injecteur split,
volume d’injection 1 pL. Colonne capillaire SPB-1 connectée & 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 seéche), a) méthode classique, b) chauffage par MO. Injecteur split, volume d’injection 1
uL. Colonne capillaire SPB-1 connectée a un détecteur FID.
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Figure C.3 Méthanolyse acide de 10 mg PHB avec du MeOH acidifié (10 % (v/v) H,SO,),
contenant 8 g L' d’AB et 2 mL CHCl; (méthode classique). Injection directe de 1a phase
organique (1uL). Colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID.

o

a) b)

Figure C.4 Méthanolyse acide de 10 mg PHB avec du MeOH acidifié (10 % (v/v) H,SOy) et :
a)8g L' b) 1 gL d’AB. SPME sur une fibre 50-30um Stable Flex (23-Gauge)
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). Colonne capillaire DB-
WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.5 Méthanolyse acide-HS/SPME-GC/FID de 20 mg d’une biomasse renfermant 60 % en
PHB avec MeOH/H,SO, (10 % (v/v)/AB (1 g L. Fibre : 50-30 um DVB/ CAR/PDMS Stable
Flex (23-Gauge). Colonne DB-WA Xetr/détecteur FID.
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Figure C.6 Méthanolyse acide-MO-HS/SPME-GC/FID. PHB= 2 mg, Pyo=110 W, tz= 4 min.
Séparation et analyse par GC sur une colonne DB-WA Xetr/détecteur FID.
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Figure C.7 Méthanolyse acide de 10 mg du copolymére P(3HB-co-3HV) (70 : 30 % mol ).
Chauffage par MO (Pyo=110 W, tz=5 min) et SPME sur une fibre 50-30 pm DVB/CAR/PDMS
Stable Flex (23-Gauge). Séparation et analyse par GC sur une colonne DB-WA Xetr/détecteur
FID.
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Figure C.8 Méthanolyse acide-MO-HS/SPME-GC/FID. Biomasse (20 mg) renfermant 60% en
PHB. Chauffage par MO (Ppo=110 W et tg= 4 min). Séparation et analyse par GC sur une
colonne capillaire DB-W A Xetr/détecteur FID.
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Figure C.9 Hydrolyse alcaline (10 mg de PHB + ImL NaOH 4 M, 4h a 70 °C). Séparation et
analyse par HPLC-UV a 210 nm. PHB exprimé par ’acide crotonique (AC) & 43 min le cis-AC et
4 47min le trans-AC. Et 4 23 min par I’acide hydroxybutyrique (3HB).
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Figure C.10 Hydrolyse alcaline-HS/SPME-GC/FID. Fibre : 50-30um DVB/CAR/PDMS Stable
Flex (23-Gauge). Colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.11 Hydrolyse alcaline-MO-HS/SPME-GC/FID. Fibre : 50-30pm DVB/CAR/PDMS
Stable Flex (23-Gauge). Colonne capillaire DB-WAXetr/détecteur FID.
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Figure C.12 Hydrolyse acide (10 mg de PHB + 1mL H,SO, (95-98 % v/v), 4h a 70°C).
Séparation et analyse par HPLC-UV 4210 nm. PHB exprimé par les isoméres cis et frans
de I’acide crotonique & 43 min et 47 min respectivement.
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