
Résumé :  L'espèce  Bacillus  megaterium  LVN01  originaire  de  Colombie  a  démontré  sa  capacité  à  métaboliser  
différents  coproduits  ou  déchets  industriels  (tels  que  le  jus  de  fique,  la  mélasse  de  canne  et  le  glycérol  résiduel)  
et  à  accumuler  du  polyhydroxybutyrate  (PHB),  ce  qui  lui  confère  un  potentiel  dans  l'industrie  des  bioplastiques.
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Production  de  poly  (3­hydroxybutyrate­co­3­hydroxyvalérate)  par  
Bacillus  megaterium  LVN01  à  l'aide  de  digestat  de  biogaz

Dans  cette  recherche,  le  potentiel  du  digestat  liquide  comme  source  de  carbone  pour  la  production  de  
polymères  PHA  dans  les  processus  de  fermentation  avec  cette  souche  bactérienne  a  été  évalué.  De  manière  
favorable,  il  a  été  constaté  que  B.  megaterium  utilise  les  nutriments  de  ce  substrat  résiduel  pour  se  multiplier  
de  manière  appropriée  et  synthétiser  efficacement  le  poly  (3­hydroxybutyrate­co­3­hydroxyvalérate)  (PHBV).  
Fermentation  discontinue  aérobie  à  l'échelle  banc ,  dans  les  conditions  opératoires  de  cette  recherche  
[volume :  3  L ;  température :  30,8  ◦C ;  agitation :  400  tr/min ;  pH :  7,0  ±  0,2 ;  oxygène  dissous :  100  %  de  
saturation ;  antimousse :  10 %  (v/v)],  a  généré  des  valeurs  maximales  de  poids  de  cellules  sèches  (DCW)  
(0,56  g  de  cellule  L−1 )  à  60  h,  tandis  que  le  rendement  maximal  en  PHBV  (360  mg  de  PHBV  L−1 )  s'est  
produit  à  16  h. ,  ce  qui  est  très  favorable  à  la  production  durable  de  bioplastiques  dégradables.  De  plus,  les  
analyses  GC  –  MS  et  RMN  ont  confirmé  que  le  copolymère  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  est  constitué  
des  monomères  3­hydroxybutyrate  (3HB)  et  3­hydroxyvalérate  (3HV).  De  plus,  les  propriétés  thermiques  
déterminées  par  TGA  (Tonset  =  283,1  ◦C ;  Tendset  =  296,98  ◦C ;  Td  =  290,114  ◦C)  et  DSC  (Tm  =  ◦C  155,7  
◦C ;  ∆Hf  =  19,80  J  g−1 ;  Xcr  =  18,17  %)  indiquent  qu'il  s'agit  d'un  biopolymère  thermiquement  stable  avec  de  
faibles  pourcentages  de  cristallinité,  offrant  une  flexibilité  qui  facilite  le  moulage,  l'adaptation  et  l'application  dans  divers  secteurs  industriels.
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1.  Introduction

Le  développement  industriel  a  apporté  de  grands  bénéfices  à  l’humanité,  mais  bon  nombre  de  ses  
processus  et  produits  ont  également  eu  un  impact  négatif  sur  les  écosystèmes  naturels,  affectant  la  
santé  humaine  et  toutes  les  autres  formes  de  vie.  Parmi  les  cas  les  plus  critiques  figure  la  production  et  
l’utilisation  de  plastiques  conventionnels.  Ceux­ci  non  seulement  épuisent  les  ressources  fossiles  non  
renouvelables  mais  représentent  également  l’une  des  principales  sources  de  contamination  
environnementale  en  raison  de  leur  résistance  à  la  dégradation,  ce  qui  conduit  à  l’accumulation  massive  
de  ces  contaminants  dans  divers  écosystèmes  [1].
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Comme  cela  a  été  rapporté  [2],  la  production  de  plastiques  est  passée  de  1,5  tonne  en  1950  à  250  
tonnes  en  2010  et  à  400,3  tonnes  en  2022.  L’émergence  des  plastiques  circulaires,  qui  implique  une  
seconde  utilisation  de  ceux  existants,  a  a  obtenu  une  légère  baisse  de  la  production  mondiale,  proche  
de  10  %  [2].  Les  plastiques  représentent  une  grande  partie  des  déchets  rejetés  dans  les  écosystèmes  
terrestres  et  aquatiques,  où  des  microplastiques  et  des  îlots  de  plastique  ont  été  trouvés  [3,4].  Selon  des  
rapports  de  2019,  la  pollution  plastique  a  généré  1,8  milliard  de  tonnes  d'  émissions  de  gaz  à  effet  de  
serre,  ce  qui  équivaut  à  3,4  %  des  émissions  totales  générées  dans  le  monde  [5].

Cet  article  est  un  article  en  libre  accès
distribué  selon  les  termes  et
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Les  PHA  sont  des  métabolites  secondaires  d’une  grande  variété  de  bactéries,  de  champignons  et  de  
certaines  plantes,  qui  les  produisent  et  les  accumulent  comme  réserve  d’énergie  lorsque  les  conditions  
extérieures  rendent  leur  survie  difficile  [8].  Ces  biopolymères  ont  un  potentiel  important  pour  remplacer  les  
plastiques  conventionnels  dérivés  de  la  pétrochimie,  car  ils  possèdent  des  caractéristiques  physico­
chimiques  similaires  tout  en  démontrant  également  des  propriétés  supérieures  en  termes  de  transformabilité  
thermique  et  de  biocompatibilité.  Cela  les  rend  parfaitement  adaptés  à  la  fabrication  d'  appareils  
biomédicaux,  dentaires  et  électroniques,  ainsi  qu'à  une  utilisation  dans  tous  les  secteurs,  notamment  la  
construction,  l'automobile,  l'emballage  et  l'agriculture  [3,8].  En  raison  des  propriétés  biodégradables  et  
biocompatibles  du  PHA,  ses  applications  s'étendent  à  la  production  de  dispositifs  médicaux  et  dentaires.

Bien  qu’une  variété  de  micro­organismes  (plus  de  300  espèces)  aient  été  utilisés  pour  obtenir  une  
large  gamme  de  biopolymères,  seules  quelques  bactéries  ont  fait  l’objet  d’études  approfondies  pour  la  
fabrication  de  bioplastiques  en  raison  de  leur  efficacité  et  de  leurs  taux  de  production  plus  élevés.

Face  à  cette  crise  environnementale,  la  production  de  bioplastiques,  ou  polymères  verts  du  futur,  
s’impose  comme  une  alternative  pour  remplacer  les  pétroplastiques  [ 6].  Ces  polyesters  sont  classés  en  
trois  types  [1] :  l'acide  polylactique  (PLA),  le  succinate  de  polybutylène  (PBS)  et  les  polyhydroxyalcanoates  
(PHA).  Ces  derniers  sont  les  seuls  qui  sont  synthétisés  et  catabolisés  naturellement  par  les  bactéries,  et  
qui  sont  donc  des  composés  chimiques  naturels,  ce  qui  confère  une  plus  grande  valeur  ajoutée  à  leur  
production  industrielle ,  avec  l'estimation  qu'en  2023,  leur  marché  mondial  atteindra  57,8  million  de  dollars.

Dans  une  large  mesure,  la  longueur  de  la  chaîne  est  influencée  par  le  type  de  substrat  utilisé  pour  
induire  la  production  de  PHA  d'origine  microbienne.  Les  substrats  à  forte  teneur  en  glucides  stimulent  
principalement  la  production  de  polymères  SCL  PHA  (polyhydroxyalcanoate  à  chaîne  courte) ,  tandis  
qu'une  forte  teneur  en  acides  gras  stimule  celle  des  MCM  PHA.  Les  PHA  SCL  les  plus  étudiés  sont  ceux  
formés  par  P3HB.  Pour  améliorer  les  propriétés  mécaniques  du  P3HB  et  élargir  ses  applications,  la  
production  d'hétéropolymères  tels  que  le  PHBV  a  été  étudiée,  qui,  en  raison  de  la  présence  du  monomère  
3HV  dans  sa  structure,  présente  de  meilleures  caractéristiques  de  flexibilité,  améliorant  les  propriétés  du  
PHB  [9] .

Pour  induire  la  production  de  copolymères  dans  les  bactéries,  des  substrats  carbonés  comprenant  
des  mélanges  d'acides  gras  volatils  purs  (AGV),  ou  des  matériaux  ou  des  eaux  usées  à  haute  teneur  en  
AGV,  sont  utilisés.  Les  bactéries  du  genre  Bacillus  synthétisent  des  copolymères  de  PHBV  dans  des  
cultures  complétées  par  un  mélange  d'AGV  issus  de  l'hydrolyse  contrôlée  d'écorces  de  pois,  de  marc  de  
pomme,  d'écorces  d'oignon  et  d'écorces  de  pomme  de  terre  [14].  Les  auteurs  ont  constaté  que  Bacillus  
cereus  EGU43,  cultivé  sur  des  hydrolysats  de  coques  de  pois,  accumulait  le  copolymère  de  PHBV  avec  
une  teneur  en  3HV  de  1  %  p/p.
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Ceux­ci  incluent  Bacillus  megaterium,  Bacillus  cereus,  Bacillus  subtilis,  Pseudomona  aeruginosa,  P.  putida,  
Halomonas  sp.,  Pseudomona  fluorescens,  P.  oleovorans,  R.  eutropha  et  Cupriavidus  necator  [10].  En  particulier,  
la  bactérie  Bacillus  megaterium  est  une  excellente  machine  biologique  pour  produire  des  PHA  car  elle  possède  un  
système  d’expression  robuste  et  une  paroi  cellulaire  déficiente  en  lipopolysaccharides,  ce  qui  facilite  la  libération  
du  biopolymère  synthétisé  de  manière  intracellulaire  par  la  bactérie  [11,12].

Structurellement,  les  PHA  sont  classés  selon  la  composition  de  leurs  monomères  en  (a)  PHA  à  chaîne  courte  
(SCL),  constitués  de  monomères  de  3  à  5  carbones,  tels  que  le  poly­3  hydroxyvalérate  [P3HV]  et  le  poly­3­  
hydroxybutyrate  [P3HB];  (b)  les  PHA  à  chaîne  moyenne  (MCL),  avec  des  monomères  de  6  à  14  carbones,  comme  
le  copolymère  3­poly­(3­hydroxybutyrate­co­3­  hydroxyvalérate)  connu  sous  le  nom  de  [3  3(HB­co­HV]  ou  [p(3HB­
co­3HV]  ou  PHBV ;  et  (c)  à  chaîne  mixte  (MCM),  qui  combinent  les  deux  précédents  et  sont  donc  constitués  de  
monomères  entre  3  et  14  carbones,  comme  c'est  le  cas  du  poly  (3HB  co­  3HV­co­3HHx).  Du  point  de  vue  industriel,  
le  PHB  et  le  copolymère  PHBV  [9]  se  distinguent  par  la  longueur  de  la  chaîne  carbonée  qui  définit  le  caractère  
fragile  de  ceux  à  chaîne  courte  ou  flexible  pour  les  exemples  à  chaîne  moyenne  [13] . ].

De  plus,  des  tests  sont  en  cours  de  développement  pour  stimuler  la  régénération  tissulaire  et  la  production  de  
microsphères  pour  l'administration  de  médicaments  [9].

Si  les  réglementations  et  politiques  gouvernementales  continuent  de  réduire  les  plastiques  à  usage  unique,  il  est  
possible  que  d’ici  2028,  le  marché  des  PHA  connaisse  une  augmentation  de  près  de  50  %,  représentée  par  98,5  
millions  de  dollars  [7].
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En  plus  de  ce  qui  précède,  les  processus  industriels  de  production  de  PHA  sont  basés  sur  une  
technologie  de  fermentation  dans  laquelle  ils  utilisent  des  substrats  coûteux  (sucres  purifiés,  huiles  
végétales  comestibles,  entre  autres)  qui,  en  outre,  font  partie  du  panier  familial.  Par  conséquent,  son  
utilisation  met  la  technologie  en  concurrence  avec  l’industrie  alimentaire  et  rend  la  production  totale  de  
PHA  plus  coûteuse.  Par  conséquent,  il  existe  un  besoin  urgent  d’utiliser  des  substrats  sources  de  carbone  
qui  n’affectent  pas  la  sécurité  alimentaire,  qui  soient  économiques  et  abordables  et  qui  soient  durables  
pour  la  synthèse  durable  des  PHA  [3,20].

Bacillus  megaterium  LVN01,  originaire  de  Colombie,  a  montré  sa  capacité  à  produire  des  PHA  à  
partir  de  glycérol  résiduel  provenant  de  l'industrie  du  biodiesel  [24],  de  fruits  de  caroube  [25],  de  résidus  
de  transformation  de  la  fique  (jus  de  fique)  [12]  et  d'huile  de  friture.  Dans  cette  recherche,  B.  megaterium  
LVN1  a  montré  sa  capacité  à  synthétiser  le  PHBV  à  partir  du  digestat  liquide,  un  substrat  résiduel  issu  de  
la  digestion  anaérobie  des  visières  de  poissons.

Aujourd’hui,  bien  que  la  capacité  de  production  mondiale  de  PHA  d’origine  biologique  augmente  chaque  
année,  la  production  industrielle  de  PHA  est  limitée  en  raison  de  ses  coûts  de  production  (environ  4  000  à  15  000  
USD/tonne  métrique),  qui  dépassent  largement  les  coûts  des  polymères.  dérivés  de  combustibles  fossiles  
(environ  1  000  à  1  500  USD/tonne)  [3].  La  matière  première  (substrat )  représente  environ  50  %  du  coût  total  de  
production  [19] ;  par  conséquent,  la  rentabilité  de  la  production  de  PHA  est  largement  définie  par  les  coûts  des  
matières  premières,  en  particulier  les  substrats  sources  de  carbone.  Ceci  est  dû  au  fait  que  l'accumulation  de  
PHA  se  produit  dans  des  conditions  aérobies,  de  sorte  qu'une  grande  partie  du  substrat  est  utilisée  dans  la  

respiration  intracellulaire  microbienne  avec  formation  de  CO2  et  de  métabolites  secondaires  solubles  dans  l'eau.  
Seule  une  partie  de  la  source  de  carbone,  bien  moins  de  la  moitié,  est  dirigée  vers  la  croissance  de  la  biomasse  
cellulaire  et  l’accumulation  de  PHA  [19].

La  co­culture  de  Pseudomona  sp.  ST2  et  Bacillus  sp.  Le  CS8  dans  des  milieux  de  culture  contenant  
des  acides  acétique  et  propionique  comme  source  de  carbone,  complété  par  du  glucose,  produit  jusqu'à  
35  %  de  copolymère  PHBV  [15] ;  lorsqu’un  mélange  de  glucose  et  d’acide  propionique  est  utilisé,  les  
souches  individuelles  produisent  plus  de  PHA  que  lorsque  le  glucose  est  utilisé  comme  seule  source  de  
carbone.  Avec  Alcaligenes  eutrophus  NCIMB  11599,  cultivé  dans  l'acide  valérique  ou  l'acide  propionique,  
on  obtient  du  PHBV  avec  de  meilleurs  rendements  dans  le  premier  cas.  Ralstonia  eutropha  KCTC  2658,  
cultivée  dans  un  mélange  d'  acide  acétique,  propionique  et  butyrique  dans  un  rapport  de  1:2:2  [16],  peut  
atteindre  une  production  de  PHBV  de  50  %  du  DCW.  Cupriavidus  necator,  cultivé  dans  des  effluents  d'eaux  
usées  riches  en  acides  acétique,  propionique  et  butyrique,  sans  ajout  de  substrat  exogène,  produit  une  
quantité  substantielle  de  copolymère  PHBV  (55  %  du  DCW)  [17].  Récemment,  Ferre­Guell  et  Winterburn  
[18]  ont  obtenu  des  concentrations  élevées  de  copolymère  PHBV  en  cultivant  Haloferax  mediterranei  dans  
un  mélange  d'acides  butyrate  et  valérate  avec  l'ajout  de  tensioactifs  (Tween  80)  pour  augmenter  la  
biodisponibilité  du  substrat,  avec  une  productivité  de  10,2.  mg/L·h  en  fermentation  discontinue  [18].  De  
telles  approches  peuvent  potentiellement  réduire  les  coûts  de  production  des  PHA  et  offrir  des  avantages  
environnementaux  grâce  à  la  réutilisation  des  déchets.

Des  substrats  de  faible  valeur  ont  été  évalués  comme  sources  de  carbone  pour  la  production  de  
PHA  provenant  de  différents  secteurs  productifs :  industrie  laitière  (fromage/lactosérum,  eaux  usées  
laitières),  usines  pétrolières  et  papetières,  cultures  agricoles  (effluents  pétroliers  palmier/soja/fruit),  et  les  
déchets  animaux  (fumier  de  poulet/vache)  [3].  Cependant,  ce  sont  des  substrats  qui  nécessitent  des  
traitements  préalables  pour  être  utilisés  comme  milieux  de  culture  microbienne,  ce  qui  entraîne  des  coûts  
supplémentaires.  Pour  cette  raison,  l'attention  a  été  attirée  sur  l'utilisation  de  substrats  qui  présentent  un  
premier  avantage,  comme  la  génération  de  biocarburants,  en  particulier  les  acides  gras  volatils  (AGV),  
c'est­à­dire  les  métabolites  intermédiaires  dans  la  digestion  anaérobie  (DA)  de  la  biomasse  résiduelle  qui  
sont  utilisés.  pour  la  production  de  biogaz  [21].  En  ce  sens,  les  chercheurs  ont  porté  leur  attention  sur  le  
renforcement  de  la  production  d’AGV  en  tant  que  produit  collatéral  de  la  production  de  biogaz  [22].  Des  
chercheurs  colombiens  ont  rapporté  un  travail  intéressant  dans  lequel  ils  exploitent  à  cet  effet  les  déchets  
de  pêche,  avec  lesquels  on  obtient  également  un  digestat  riche  en  AGV  [23].
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Dans  ce  contexte,  le  groupe  de  recherche  PROBIOM  (production,  structure  et  application  de  
biomolécules)  de  l'Université  nationale  de  Colombie  a  apporté  son  expérience  de  recherche  à  la  
production  de  PHA  à  partir  de  différents  substrats  (glycérol,  jus  de  fique,  pulpe  de  caroube,  huile  de  
friture).  donner  une  seconde  utilisation  aux  déchets  de  l'industrie  de  la  pêche  à  travers  ses  participations
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pation  dans  le  projet  de  redevances  « Renforcement  de  l'activité  de  pêche  artisanale  dans  le  
Pacifique  Nariño  colombien  vers  une  utilisation  durable  de  la  ressource.  Tumaco ».  Dans  le  cadre  
du  projet,  la  première  utilisation  alternative  des  déchets  de  pêche  a  été  la  production  de  biogaz  via  
le  groupe  de  prospective  environnementale  de  l'Université  nationale  de  Colombie,  au  siège  de  
Palmira.  PRO­  BIOM  utilise  le  digestat  de  cette  première  phase  comme  substrat  principal  de  B.  
megaterium  LVN01  pour  la  production  de  PHA.

La  caractérisation  bromatologique  du  digestat  a  révélé  la  présence  de  plusieurs  
nutriments,  dont  des  AGV  (59,04  ±  0,9  g/L),  avec  des  concentrations  significatives  d'acide  acétique.

2.1.  Déclaration  d'éthique

2.  Matériels  et  méthodes

En  Colombie,  la  pêche  artisanale  fournit  environ  12  000  tonnes  de  poisson/an  au  marché  national,  soit  8  %  de  la  
pêche  de  capture  totale  du  pays.  On  estime  que  45  %  des  captures  totales  de  la  pêche  artisanale  deviennent  des  
déchets  [23,26],  ce  qui  entraîne  de  graves  pertes  économiques  pour  ce  secteur  et  des  problèmes  environnementaux  
liés  à  une  élimination  inadéquate  des  déchets.  En  Colombie,  les  déchets  des  bateaux  de  pêche  sont  jetés  directement  
dans  l’océan  ou  ramenés  à  terre  [23].

Les  résultats  de  cette  recherche  sont  articulés  conformément  à  l’Accord  d’accès  aux  ressources  génétiques  et  
dérivés  n°  159,  signé  par  le  ministère  de  l’Environnement  et  du  Développement  durable  et  l’Université  nationale  de  
Colombie,  résolution  0004,  2  janvier  2018,  dans  le  cadre  du  projet  intitulé  « Production  et  caractérisation  de  
polyhydroxyalcaloates  synthétisés  par  des  souches  natives  à  partir  de  déchets  organiques.

2.3.  Source  de  carbone
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2.2.  Zone  d'étude  et  souche  bactérienne  

B.  megaterium  LVN01  (Code  GenBank :  QJGY00000000.1)  a  été  isolée  par  le  groupe  PROBIOM  
à  partir  d'échantillons  de  sol  collectés  dans  la  commune  de  Guarne  (06◦16′50′′  N  et  75◦26′37′′  W ,  
département  d'Antioquia,  Colombie)  et  initialement  caractérisés  à  l'aide  de  techniques  moléculaires  
(similitude  de  séquence  d'ADNr  16S),  morphologiques  et  biochimiques  [12].  Les  cultures  bactériennes  
ont  été  conservées  à  ­4  °C  dans  un  bouillon  Luria  Bertani  (bouillon  LB,  MERCK,  Darmstadt,  Allemagne)  
avec  20  %  de  glycérol  (v/v).

Participation  au  projet  « Renforcement  de  l'activité  de  pêche  artisanale  dans  le  Nariño  Pacifique  
colombien  vers  une  utilisation  durable  de  la  ressource.  Tumaco »,  qui  a  entre  autres  objectifs  
« d'augmenter  l'utilisation  des  excédents  et  des  déchets  de  pêche  dans  le  Pacifique  de  Nariño »,  a  servi  
de  plateforme  à  cette  initiative.  Dans  le  cadre  de  l'objectif  susmentionné,  l'  accent  initial  est  mis  sur  la  
production  de  biogaz  à  partir  de  déchets  de  pêche  via  le  groupe  de  prospective  environnementale  de  
l'Université  nationale  de  Colombie,  siège  de  Palmira.  Les  auteurs  de  cette  recherche  (le  groupe  
PROBIOM)  utilisent  le  digestat,  coproduit  de  l'étape  initiale,  comme  substrat  principal  pour  la  croissance  
de  B.  megaterium  LVN01  et  la  synthèse  microbienne  du  PHA  tout  en  explorant  un  nouveau  flux  de  
déchets,  non  rapporté  précédemment,  et  conférant  une  valeur  potentielle  aux  déchets  de  pêche.

Ce  résidu  liquide,  appelé  digestat,  est  une  source  précieuse  d’AGV.  Pour  sa  conservation,  il  a  été  
stocké  congelé  à  −4  ◦C  et,  avant  son  utilisation  dans  le  processus,  il  a  été  filtré  sur  du  papier  épais  (taille  
des  pores  20  µm)  pour  éliminer  les  sédiments  supérieurs  à  20  µm.  Cette  étape  a  facilité  l’activité  de  
fermentation  microbienne  dans  le  milieu  enrichi  de  ce  substrat  et  évité  l’obstruction  des  capteurs  de  
l’équipement  où  le  processus  a  été  mené.

Un  résidu  liquide  de  l'usine  pilote  de  biogaz,  qui  fonctionne  avec  de  la  biomasse  résiduelle  provenant  des  
déchets  de  la  pêche  artisanale,  a  été  utilisé  comme  substrat  pour  les  fermentations.  L'usine  est  située  dans  la  
ville  de  San  Andrés  de  Tumaco,  dans  les  locaux  de  l'Université  nationale  de  Colombie  (à  Tumaco,  département  
de  Nariño,  Colombie).  Les  échantillons  ont  été  fournis  par  le  groupe  de  recherche  de  prospective  environnementale  
de  la  même  université  dans  le  cadre  du  projet  « Renforcement  de  l'activité  de  pêche  artisanale  dans  le  Pacifique  
colombien  de  Nariño,  vers  une  utilisation  durable  de  la  ressource ».

Machine Translated by Google



Une  colonie  de  B.  megaterium  LVN01  a  été  remise  en  suspension  dans  10  ml  de  bouillon  LB  et  incubée  
pendant  24  h  dans  un  agitateur  orbital  (Heidolph  Unimax  1010  avec  Inkubator  1000,  Heidolph  instruments,  
Schwabach,  Allemagne)  à  37  °C  et  200  tr/min.  Par  la  suite,  1  mL  du  micro­organisme  activé  a  été  dilué  dans  
50  mL  de  milieu  de  culture  LB.  Les  cultures  ont  été  incubées  dans  un  agitateur  orbital  (37  °C  et  200  tr/min)  
pendant  6  h  ou  jusqu'à  ce  que  la  solution  dans  chaque  flacon  atteigne  une  densité  optique  à  600  nm  (DO600)  
supérieure  à  1,0  unité.  Enfin,  pour  l'inoculum,  une  nouvelle  fermentation  a  été  réalisée  en  prenant  100  mL  de  
pré­inoculum  et  200  mL  de  milieu  MMS.  La  culture  a  été  incubée  dans  un  agitateur  orbital  à  37  °C  et  200  tr/min  
pendant  environ  24  h,  jusqu'à  ce  que  les  lectures  estimées  de  OD600  soient  comprises  entre  0,1  et  0,3  unités.

Cette  composition  représente  une  source  potentielle  de  carbone  pour  B.  megaterium,  qui  présente  un  intérêt  
pour  cette  recherche  (tableau  S1).

La  gélose  nutritive  (Merck,  Microbiological  Grade,  Darmstadt,  Allemagne)  était  composée  de  5,0  ×  10−3  
g/L  de  pluripeptone,  3,0  ×  10−3  g/L  d'extrait  de  viande,  8,0  ×  10−3  g/L  de  chlorure  de  sodium  et  15,0  ×  Agar  
10−3  g/L,  avec  un  pH  final :  7,3  ±  0,2.  Le  bouillon  Luria  Bertani  (bouillon  LB,  MERCK,  Darmstadt,  Allemagne)  
était  composé  de  10  g/L  de  tryptone,  5  g/L  d'extrait  de  levure  et  10  g/L  de  NaCl,  avec  un  pH  ajusté  à  7,0,  en  
utilisant  environ  0,2  ml  de  NaOH  (5  N).

2.5.2.  Préparation  de  l'inoculum

2.5.3.  Caractérisation  de  B.  megaterium  et  visualisation  du  PHA  accumulé

2.5.  Activation  de  la  souche  bactérienne  et  préparation  de  l'inoculum  
2.5.1.  Activation  de  B.  megaterium  LVN01

2.4.  Média  culturel

2.6.  Processus  de  fermentation  aérobie

Le  protocole  de  coloration  de  Gram  [27]  a  été  utilisé  pour  identifier  la  morphologie  des  cellules  
bactériennes  de  B.  megaterium  LVN01.  La  lame  colorée  a  été  laissée  sécher  à  l'air  et  observée  au  
microscope  (Leica  DM500,  Leica  microsystems,  Wetzlar,  Allemagne)  (Figure  S1).  La  coloration  des  spores  
a  ensuite  été  développée  en  utilisant  la  méthodologie  Shaeffer­Fulton  [28,29] ;  la  lame  a  été  recouverte  de  
safranine  pendant  2  minutes,  lavée,  laissée  sécher  et  observée  au  microscope  (Figure  S2).  L'accumulation  
de  polyhydroxyalcanoate  (PHA)  a  été  visualisée  pour  la  première  fois  avec  le  rouge  du  Nil  [30],  en  
sélectionnant  des  colonies  présentant  une  fluorescence  rouge­orange  sous  la  lumière  UV  (340  nm),  
potentiellement  classées  comme  producteurs  de  PHA  (Figure  S3a).  Par  la  suite,  pour  confirmer  la  présence  
de  PHA,  les  colonies  sélectionnées  ont  été  colorées  au  bleu  du  Nil  selon  la  méthodologie  d'Ostle  et  Holt  
(1982)  [31]  et  observées  au  microscope  à  fluorescence  à  450  nm  (Nikon  Eclipse  80i,  Tokyo,  Japon).  Ce  
processus  a  permis  la  visualisation  des  granules  de  biopolymère  (Figure  S3b).

(24,49  ±  1,82  g/L),  acide  butyrique  (11,81  ±  0,02  g/L)  et  acide  isobutyrique  (9,36  ±  0,02  g/L).
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Les  sels  moyens  minimum  (MMS)  ont  été  complétés  par  KH2PO4  (1,5  g/L),  Na2HPO4  
(3,6  g/L),  (NH4)2SO4  (1,0  g/L),  MgSO4·7H2O  (0,2  g/L),  extrait  de  levure  (0,1  g/L),  glycérol  
résiduel  (20  g/L)  comme  source  de  carbone  et  1,0  mL/L  d'une  solution  d'oligo­éléments  (TE)  
composée  de  FeSO4·7H2O  (10  g/L),  ZnSO4·7H2O  (2,25  g/L) ,  CuSO4·5H2O  (1,0  g/L),  
MgSO4·5H2O  (0,5  g/L),  CaCl2·2H2O  (2,0  g/L),  NaB4O7·10H2O  (0,23  g/L),  (NH4)6Mo7O24  
(0,1  g/L ),  et  10  mL  HCl  (35%),  avec  un  pH  final  de  7,3  ±  0,2.

Un  total  de  10  µL  de  cellules  préalablement  conservées  ont  été  cultivées  dans  un  bouillon  LB  
contenant  20  %  de  glycérol  sur  des  plaques  de  gélose  nutritive  à  37  °C  pendant  24  h.  La  présence  et  la  
pureté  du  micro­organisme  ont  été  déterminées  par  coloration  de  Gram  et  coloration  des  spores  au  vert  
malachite.  La  capacité  d’accumulation  de  PHA  a  été  vérifiée  via  la  coloration  au  bleu  du  Nil,  décrite  plus  
loin  dans  l’article.

Les  bioprocédés  ont  été  réalisés  dans  un  bioréacteur  de  7  L  avec  cuve  agitée  (Applikon,  équipé  de  
deux  hélices  de  type  Rushton  et  d'un  biocontrôleur  EZ2,  série  2310110012,  Delf,  Pays­Bas),  exploité  en  
mode  batch.  Le  volume  de  travail  initial  était  de  3  L  (dilué
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La  cinétique  de  fermentation  a  été  surveillée  pendant  60  h,  avec  des  échantillons  (20  ml)  prélevés  en  
triple  toutes  les  deux  heures.  La  croissance  bactérienne  a  été  mesurée  par  spectrophotométrie  (DO600),  
suivie  d'une  détermination  du  poids  cellulaire  sec  (DCW)  et  d'une  extraction  de  biopolymère  de  type  PHA.

2.7.  Extraction  et  purification  du  PHA

Chaque  échantillon  a  été  centrifugé  à  10  000  ×  g  pendant  10  min  à  4  °C  (centrifugeuse  Heraeus  Megafuge  
16R,  Thermo  Scientific,  Kalkberg,  Allemagne).  Les  culots  bactériens  ont  été  lavés  deux  fois  de  suite  avec  20  ml  
d'eau  déminéralisée.  Enfin,  les  granules  ont  été  remis  en  suspension  dans  700  µL  d'eau  désionisée  et  congelés  
à  ­4  ◦C  jusqu'à  lyophilisation  ultérieure  (à  ­50  ◦C,  0,01  mBar  pendant  24  h).  La  biomasse  bactérienne  collectée  a  
été  séchée  à  60  ◦C  ( four  Binder  classe  2.0,  Allemagne)  jusqu'à  ce  qu'elle  atteigne  un  poids  constant,  et  elle  a  
été  rapportée  en  DCW  (grammes  de  cellules  par  litre  de  milieu  de  culture).

Pour  la  purification  du  PHA,  la  procédure  de  Gómez  et  al.  [24]  a  été  suivi,  avec  quelques  modifications :  
500  µL  de  méthanol  froid  (0–4  ◦C)  à  70  %  v/v  (JT  Baker,  GR,  Phillipsburg,  NJ,  USA)  ont  été  ajoutés  à  chaque  
tube  contenant  le  filtrat  sec  pour  précipiter.  les  particules.  La  solution  a  été  réfrigérée  à  4  ◦C  pendant  12  h  puis  
centrifugée  à  8  000  ×  g  et  4  ◦C  pendant  10  min.  Le  solvant  a  été  évaporé  à  température  ambiante  (27  °C)  sous  
une  hotte  d'extraction  de  gaz  pour  récupérer  le  PHA.

Dans  cette  recherche,  les  paramètres  opérationnels  optimaux  établis  par  Gómez  et  al.  [24]  ont  été  appliqués  
à  la  production  de  PHA,  en  utilisant  B.  megaterium  LVN01  et  du  glycérol  résiduel  comme  source  de  carbone,  
dans  un  bioréacteur  de  5  L  fonctionnant  en  mode  batch  avec  un  volume  effectif  de  3  L.  La  proportion  de  digestat  
(source  de  carbone)  utilisée  a  été  dérivée  d'une  étude  précédente  à  l'échelle  du  laboratoire ,  qui  a  montré  les  
valeurs  les  plus  élevées  de  PSC  (27,1  mg)  et  de  PHA  (14,8  mg)  à  36  h  pendant  des  fermentations  discontinues  
dans  des  flacons  de  500  ml  sous  agitation  orbitale  (T :  30  ◦C,  200  tr/min),  pH :  7,0  et  un  rapport  MMS­digestat  de  
20:80.

digestat  liquide,  MMS  et  inoculum  dans  un  rapport  de  80:10:10)  (Figure  S4).  La  température  a  été  réglée  à  30,8  
°C,  la  vitesse  d'agitation  à  400  tr/min  et  la  durée  à  60  h.  À  300  ml  de  MMS,  300  ml  d'inoculum  de  B.  megaterium  
ont  été  ajoutés,  suivis  de  2,4  L  du  digestat  ou  de  la  source  de  carbone.  Dans  ces  conditions,  la  DO600  initiale  du  
milieu  a  été  enregistrée  entre  0,1  et  0,3  unités.  Le  milieu  de  fermentation  a  été  maintenu  à  pH  7,0  ±  0,2  (ajusté  à  

l'aide  de  HCl  (MERCK,  Darmstadt,  Allemagne)  ou  de  NaOH  (MERCK,  Darmstadt,  Allemagne,  1  M,  selon  les  
besoins),  et  l'oxygène  dissous  a  été  réglé  à  100  %  de  saturation  en  injectant  plusieurs  impulsions  d'oxygène  
industriel  extra  sec  pendant  la  fermentation  (1  vvm),  à  travers  un  filtre  d'aération  de  0,22  µm ,  avec  un  débit  
d'oxygène  de  3  L/min  pour  maintenir  des  conditions  aérobies.  Gouttes  d'une  solution  antimousse  à  10  %  (v/v)  de  
silicone  (Antioqueña).  issus  de  produits  chimiques,  de  qualité  alimentaire,  Colombie)  ont  été  ajoutés  au  début  de  
chaque  lot  et  lorsque  nécessaire.

Le  biopolymère  a  été  isolé  de  la  biomasse  lyophilisée  selon  la  méthodologie  de  Gómez  et  al.  [24].  La  
biomasse  sèche  a  été  traitée  avec  un  mélange  de  10  %  (v/v)  d'hypochlorite  de  sodium  (NaClO,  Químicos  JM,  
Medellín,  Colombie)  et  de  chloroforme  (CHCl3)  (MERCK,  99  %,  Darmstadt,  Allemagne)  dans  un  rapport  de  1 : 1,5.  
L'échantillon  a  été  homogénéisé  par  agitation  douce  et  rapide  (vortex)  et  incubé  à  40  ◦C  et  200  tr/min  pendant  3  
h.  Ensuite,  il  a  été  centrifugé  (10  000  x  g,  10  min,  4  °C)  pour  séparer  les  phases.  La  phase  organique  contenant  
le  PHA  a  été  filtrée  sur  papier  filtre  épais.  Le  filtrat  a  été  séché  à  température  ambiante  (27  ◦C)  dans  une  enceinte  
de  biosécurité  (BIOBASE,  modèle  BBS­DDC,  série  BBS11V1805175D,  Shandong,  chinois,  vitesse  de  l'air  0,3  à  
0,5  m/s),  et  sa  masse  sèche  a  été  mesurée  en  utilisant  une  balance  (Shimakzu,  série  AUW22OD,  Kyoto,  Japon  
avec  une  plage  de  travail  de  220  g  à  1  mg).

Ensuite,  le  biopolymère  (PHA)  a  été  lavé  consécutivement  avec  du  n­hexane  (MERCK,  GR,  Darmstadt,  
Allemagne),  de  l'acétone  (MERCK,  GR,  Darmstadt,  Allemagne)  et  de  l'éther  diéthylique  (Mallinckrodt,  99,9  %,  
Saint  Louis,  MO,  USA. ).  Chaque  solvant  (250  µL)  a  été  ajouté  goutte  à  goutte  à  l'échantillon  de  PHA  sec,  suivi  
d'une  centrifugation  (8  000  x  g,  4  °C,  10  min).  Le  surnageant  a  été  jeté  et  le  précipité  a  été  séché  à  l'air  à  
température  ambiante  (27  °C)  pendant  12  h  pour  éliminer  tout  solvant  restant.  Ce  processus  de  lavage  a  été  
répété  2  à  3  fois  jusqu'à  ce  qu'un  PHA  presque  blanc  soit  obtenu  pour  garantir  sa  pureté.
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2.8.  Caractérisation  des  PHA

2.8.1.  Chromatographie  en  phase  gazeuse  –  Spectrométrie  de  masse  (GC  –  MS/SIM)

2.8.2.  Spectroscopie  de  résonance  magnétique  nucléaire  (RMN  1H  et  RMN  13C)

2.9.2.  Analyse  thermogravimétrique  Pour  

l'analyse  thermogravimétrique  (TGA),  un  analyseur  thermogravimétrique  TGA/SDTA851e  (Mettler  
Toledo,  OH,  USA)  a  été  utilisé,  fonctionnant  sous  une  atmosphère  d'azote  avec  un  débit  de  40  ml/min.  Un  
échantillon  de  10  mg  d'acide  polyhydroxybutyrique  (PHB)  a  été  soumis  à  une  plage  de  température  
comprise  entre  30  ◦C  et  800  ◦C  à  une  vitesse  de  10  ◦C/min.

PHA  (%)  = ×  100.
CellulaireSecPoids

PHAPoids

2.9.  Propriétés  thermiques  du  
PHA  2.9.1.  Calorimétrie  à  balayage  différentiel

2.10.  Analyse  et  présentation  des  résultats

3.1.  Cinétique  de  fermentation

3.  Résultats

La  phase  de  latence  de  la  culture  de  B.  megaterium  (LVN01)  dans  le  digestat  s'étendait  jusqu'à  
près  de  40  h,  sa  phase  exponentielle  se  produisant  entre  40  et  66  h  (Figure  1).  Le  système  a  été  
échantillonné  jusqu'à  60  h  sur  la  base  d'expériences  antérieures  à  l'échelle  du  laboratoire  avec  les  
mêmes  paramètres  opérationnels  (Figure  S5).  Les  échantillons  ont  été  évalués  en  triple  pour  garantir  
l’  exactitude  des  résultats.  Toutefois,  en  raison  de  la  dispersion  des  données,  il  a  été  déterminé  que

Un  calorimètre  Q2000  (TA  INSTRUMENTS,  New  Castle,  DE,  USA)  a  été  utilisé  dans  cette  
analyse  pour  la  calorimétrie  différentielle  à  balayage  (DSC).  Un  échantillon  d’exactement  5,72  mg  
(PHA)  a  été  utilisé  pour  l’analyse.  Le  test  a  été  réalisé  avec  un  flux  d'azote  comme  gaz  de  purge  de  
50  mL/min ;  ensuite,  l'équipement  a  été  paramétré  pour  le  matériau.  Il  y  a  eu  une  période  de  
stabilisation  à  une  température  de  25  ◦C,  avec  un  chauffage  jusqu'à  200  ◦C  à  une  vitesse  de  10  ◦C/
min.

Pour  calculer  le  ratio  PHA  en  fonction  de  la  quantité  de  poids  sec  accumulé,  exprimée  
en  pourcentage,  l'équation  suivante  a  été  utilisée :
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Un  spectromètre  RMN  à  600  MHz  a  été  utilisé  (Bruker,  Avance  III  HD,  cryoponde  TCI  à  
l'azote ,  Topspin  Software  v3.6.5,  tube  de  5  mm,  Billerica,  MA,  USA).  L'échantillon  a  été  
préalablement  préparé  en  dissolvant  30  mg  de  biopolymère  dans  du  chloroforme  deutéré  
(CDCl3),  et  700  µL  de  tétraméthylsilane  (TMS)  ont  été  utilisés  comme  contrôle  interne.

Tous  les  tests  effectués  dans  le  cadre  de  cette  recherche  ont  été  menés  en  triple.  Les  résultats  
sont  présentés  sous  forme  de  médiane  ±  écart  type  dans  les  tableaux  et  les  graphiques.  Le  logiciel  
Sigma  Plot  version  10.0  (Systat  Software,  Inc ;  Chicago,  IL ;  USA)  a  été  utilisé  pour  concevoir  les  
graphiques,  et  l'analyse  statistique  a  été  développée  dans  STATGRAPHICS  Centurion  version  
XVI.II  (Statgraphics  Technologies,  Inc. ;  The  Plains,  VA,  USA). ).

L'analyse  des  échantillons  a  été  réalisée  conformément  aux  lignes  directrices  ISO  12966­2:2017  [32]  avec  
quelques  modifications.  Le  poly  (acide  3­hydroxybutyrique)  (Sigma­Aldrich,  Lot :  09217BD­337,  St.  Louis,  MO,  
USA)  a  été  utilisé  comme  étalon  de  référence.  L'analyse  chromatographique  a  été  réalisée  sur  un  GC  AT  6890  
Series  Plus  (AT,  Palo  Alto,  CA,  USA)  couplé  à  un  détecteur  sélectif  de  masse  (AT,  MSD  5973)  fonctionnant  en  
mode  SIM.  L'injection  a  été  réalisée  en  mode  splitless  (Viny  =  2  µL).  La  colonne  utilisée  dans  l'analyse  était  de  60  
m  ×  0,25  mm  ×  0,25  µm  DB­5MS  5%­Ph­PDMS.
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3.2.  Récupération  du  poly(3­hydroxybutyrate)­Co­(3­hydroxyvalérate)  (PHBV)  3.2.  
Récupération  du  poly(3­hydroxybutyrate)­Co­(3­hydroxyvalérate)  (PHBV)  La  

récupération  du  biopolymère  est  essentielle  pour  évaluer  le  succès  du  bioprocédé.
La  récupération  du  biopolymère  est  essentielle  pour  évaluer  le  succès  du  bioprocédé.

La  performance  optimale  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  s'est  produite  à  16  h,  avec  un  
rendement  en  PHB  de  2,7  g  de  PHB  g  cell−1  (270  %)  et  un  DCW  de  0,133  g  L−1  (Figure  3).  Les  valeurs  
maximales  de  DCW  =  0,563  g  L−,  atteintes  à  60  h  dans  le  processus  de  fermentation  de  B.  megaterium  avec  
digestat  (Figure  3),  contrastent  avec  le  rendement  de  production  maximal  de  PHA  (360  mg  PHBV  L−1)  
observé  à  16  h.  du  processus.  Une  tendance  inverse  peut  être  observée  entre  la  production  de  biomasse  et  
la  production  de  PHBV  (Figure  4).

La  phase  de  latence  de  la  culture  de  B.  megaterium  (LVN01)  dans  le  digestat  s'étendait  jusqu'à  près  de  
40  h,  sa  phase  exponentielle  se  produisant  entre  40  et  66  h  (Figure  1).  Le  système  a  été  échantillonné  jusqu'à  
60  h  sur  la  base  d'expériences  antérieures  à  l'échelle  du  laboratoire  avec  les  mêmes  paramètres  opérationnels  
(Figure  S5).  Les  échantillons  ont  été  évalués  en  triple  pour  garantir  l’exactitude  des  résultats.  Cependant,  en  
raison  de  la  dispersion  des  données,  il  a  été  déterminé  que  le  calcul  de  la  médiane  de  chaque  unité  
expérimentale  fournirait  une  mesure  plus  représentative.  Le  calcul  de  la  médiane  de  chaque  unité  expérimentale  fournirait  une  mesure  plus  représentative  des  valeurs  moyennes :  mesure  des  valeurs  moyennes :

X∑

3.1.  Cinétique  de  fermentation

Figure  1.  Courbe  de  croissance  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  de  biogaz  (CBM,  cercles) ;  contrôle  négatif :  Figure  1.  Courbe  de  croissance  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  de  biogaz  (CBM,  cercles) ;  
contrôle  négatif :  milieu  avec  digestat  (CN,  diamants) ;  conditions  opératoires :  3L,  400  tr/min,  30,8  ◦C,  pH  7.  milieu  avec  digestat  (CN,  diamants) ;  conditions  opératoires :  3L,  400  tr/min,  30,8  °C,  pH  7.

Figure  2.  PHBV  accumulé  par  B.  megaterium  LVN01  à  l'aide  du  digestat  de  biogaz  en  fonction  de  la  Figure  
2.  PHBV  accumulé  par  B.  megaterium  LVN01  à  l'aide  du  digestat  de  biogaz  en  fonction  du  temps  de  fermentation  exprimé  en  heures  (h).  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  ◦C,  pH  7,0).  Le  temps  de  
fermentation  en  pointillé  exprimé  en  heures  (h).  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  °C,  pH  7,0).  Les  

pointillés  montrent  la  tendance  à  l’accumulation  du  PHBV  pendant  la  fermentation.  La  ligne  montre  la  tendance  à  l’accumulation  du  PHBV  pendant  la  fermentation.
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LES  PAIRS  Selon  les  paramètres  de  cette  étude,  les  quantités  les  plus  élevées  de  PHA  ont  été  détectées  à  16  h  et  
Selon  les  paramètres  de  cette  étude,  les  quantités  les  plus  élevées  de  PHA  ont  été  détectées  à  16  h  24  h,  avec  des  valeurs  de  10,8  mg.  et  10,3  mg,  respectivement  (Figure  2).  et  24  h,  avec  des  valeurs  
de  10,8  mg  et  10,3  mg,  respectivement  (Figure  2).
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Production  de  PHBV  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  ◦C,  pH  7,0).

3.3.  Caractérisation  du  PHBV  
3.3.  Caractérisation  du  PHBV  
3.3.1.  Chromatographie  en  phase  gazeuse  avec  détecteur  sélectif  de  masse  (GC­MS)

Production  de  PHBV  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  °C,  pH  7,0).
Figure  3.  Croissance  cellulaire  en  termes  de  DCW  de  B.  megaterium  LVN01  cultivée  dans  un  digestat  de  biogaz  vs.

Figure  4.  Poids  sec  (PS)  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  de  l'usine  de  biogaz,  San  Andrés  de  Figure  4.  Poids  sec  (PS)  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  de  l'usine  de  biogaz,  San  Andrés  Tumaco  (V :  3  L ;  t :  60  
h,  400  tr/min ;  T :  30,8  °C,  pH  7,0).  de  Tumaco  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  °C,  pH  7,0).
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Figure  3.  Croissance  cellulaire  en  termes  de  DCW  de  B.  megaterium  LVN01  cultivée  dans  un  digestat  de  biogaz  vs.

La  performance  optimale  de  B.  megaterium  LVN01  dans  le  digestat  s'est  produite  à  16  h,  avec  un  
rendement  en  PHB  de  2,7  g  de  PHB  g  cell−1  (270  %)  et  un  DCW  de  0,133  g  L−1  (Figure  3).  Les  valeurs  
maximales  de  DCW  =  0,563  g  L−,  atteintes  en  60  h  dans  le  processus  de  fermentation  de  B.  megaterium  
avec  digestat  (Figure  3),  contrastent  avec  le  rendement  de  production  maximal  de  la  figure  2.  PHBV  accumulé  par  B.  megaterium  LVN01  en  utilisant  du  digestat  de  biogaz  en  fonction  du  PHA  (360  mg  
PHBV  L−1 )  observé  à  16  h  du  processus.  Une  tendance  inverse  peut  être  observée  pendant  la  durée  de  fermentation  exprimée  en  heures  (h).  (V :  3  L ;  t :  60  h,  400  tr/min ;  T :  30,8  °C,  pH  7,0).  Le  pointillé  
entre  la  biomasse  et  la  production  de  PHBV  (Figure  4).  La  ligne  montre  la  tendance  à  l’accumulation  du  PHBV  pendant  la  fermentation.
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(Figure  S6).  Un  autre  signal  de  faible  intensité  à  13,8  min  nécessite  une  analyse  de  masse  supplémentaire.   De  
plus,  un  autre  pic  est  observé  à  10,991  min,  qui  représente  l'étalon  interne  utilisé  dans  l'analyse,  à  savoir  

l'ester  d'acide  benzoïque.  La  présence  de  cet  étalon  interne  est  indispensable  pour  garantir  la  précision  de  la  
quantification  et  la  cohérence  des  résultats.

3.3.2.  RMN  par  Résonance  Manétique  Nucléaire

La  structure  du  PHBV  a  été  initialement  déterminée  par  dérivatisation  (méthanolyse).  La  structure  du  PHBV  
a  été  initialement  déterminée  par  dérivatisation  (méthanolyse),  suivie  d'une  analyse  GC  –  MS.  Le  chromatogramme  (Figure  5)  des  esters  méthyliques  dérivés  suivi  d'une  analyse  GC  –  MS.  Le  chromatogramme  

(Figure  5)  des  esters  méthyliques  dérivés  de  l'extrait  de  biopolymère  a  montré  deux  signaux  principaux  avec  des  temps  de  rétention  de  10,9  min.  L'extrait  de  biopolymère  a  montré  deux  signaux  principaux  avec  des  temps  de  
rétention  de  10,9  min  et  14,6  min.  De  plus,  il  a  révélé  un  signal  à  14,1  min,  quoique  de  très  faible  intensité  et  à  14,6  min.  De  plus,  il  a  révélé  un  signal  à  14,1  min,  bien  que  de  très  faible  intensité  (Figure  S6).  Un  autre  signal  de  faible  
intensité  à  13,8  min  nécessite  une  analyse  de  masse  supplémentaire.

3.3.1.  Chromatographie  en  phase  gazeuse  avec  détecteur  sélectif  de  masse  (GC­MS)
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Figure  5.  Chromatographie  en  phase  gazeuse­spectrométrie  de  masse  (GC­MS) :  (A)  chromatogramme  du  produit  commercial  Figure  5.  Chromatographie  en  phase  gazeuse­spectrométrie  de  masse  (GC­MS) :  (A)  chromatogramme  du  polymère  
commercial  poly(acide  3­hydroxybutyrique­  acide  co­3­hydroxyvalérique)  (Pièce  N°  403121,  Sigma–Aldrich,  polymère  

poly(acide  3­hydroxybutyrique­acide  co­3­hydroxyvalérique)  (Pièce  N◦  403121,  Sigma–Aldrich,  Lot :  Lot :  MKBL7384V) ;  ( B)  
chromatogramme  du  copolymère  biosynthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  MKBL7384V) ;  (B)  chromatogramme  du  copolymère  

biosynthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  à  partir  du  digestat  de  biogaz.  L'agrandissement  montre  les  valeurs  des  trois  pics,  de  gauche  à  droite :  digestat  de  biogaz.  L'agrandissement  montre  les  valeurs  des  trois  pics,  de  gauche  à  droite :  13,861 ;  13.861 ;  
14.095  et  14.634.  14.095  et  14.634.
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poly  (3­hydroxybutyrate­co­3­hydroxyvalérate)  (PHBV),  constitué  des  monomères  3HB  et  3HV  
(Figure  6),  ce  qui  est  en  plein  accord  avec  les  résultats  de  l'analyse  GC  –  MS.

(B)

Pour  reconfirmer  la  structure  chimique  du  PHA  déduite  de  l'analyse  GC  –  MS,  la  spectroscopie  
RMN  (RMN  1H  et  RMN  13C)  a  été  utilisée.  Les  résultats  de  l'analyse  ont  montré  le  copolymère,

3.3.2.  Résonance  Magnétique  Nucléaire  (RMN)

(UN)
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De  plus,  un  autre  pic  est  observé  à  10,991  min,  qui  représente  l'  étalon  interne  utilisé  dans  
l'analyse,  à  savoir  l'ester  d'acide  benzoïque.  La  présence  de  cet  étalon  interne  est  indispensable  
pour  garantir  la  précision  de  la  quantification  et  la  cohérence  des  résultats.

Le  spectre  1H­RMN  (Figure  7)  a  montré  des  signaux  caractéristiques  du  composé  PHBV  
(Tableau  1).  Certains  déplacements  sont  typiques  des  deux  monomères  (3HB  et  3HV).  
Cependant ,  celles  qui  marquent  la  différence  entre  les  deux  sous­unités  apparaissent  à  δ  1,73–
1,78  ppm,  δ  1,38  ppm  et  δ  1,00  ppm.

d

et  un

Figure  6.  Structure  chimique  du  copolymère  PHBV.  PH3B :  poly(acide  3­hydroxybutyrique) ;  PHV :  poly  (acide  3­hydroxyvalérique) ;  

PHBV :  poly(acide  3­hydroxybutyrique­co­acide  3­hydroxyvalérique) ;  n :  répétition  d'unités  monomères ;  a :  CH ;  b :  CH2 ;  c :  

CH2 ;  d :  CH3 ;  e :  CH3 ;  a' : CH ;  b' :  CH2 .

1h00

1,38

'  
un Méthine  (­CH­)  dans  le  PHV  et  le  PHB

b

Type  de  proton

5.356  et  5.363

Méthyle  (­CH3 )  dans  le  PHB

Méthylène  (­CH2 )  dans  le  PHV

Déplacement  chimique  δ  (ppm)

c

et  B

Tableau  1.  Caractérisation  des  protons  1H­RMN.

Méthylène  (­CH2 )  dans  PHV  et  PHB

1,73­1,78

2,59­2,57  et  2,69­2,73

Méthyle  (­CH3 )  dans  le  PHVe

Le  spectre  RMN  13C  (Figure  8)  montre  les  déplacements  chimiques  des  signaux  correspondant  
aux  différents  types  d'atomes  de  carbone  présents  dans  la  structure  du  biopolymère  obtenu  par  
fermentation  de  B.  megaterium  LVN01.  En  comparant  ces  signaux  (C=O  δ  169,18  ppm ;  CH  δ  67,63  
ppm ;  CH2  δ  40,80  ppm ;  et  CH3  δ  19,77  ppm)  avec  ceux  du  spectre  commercial  du  PHBV  et  ceux  
rapportés  par  d'autres  auteurs  pour  le  PHB  [24,33],  il  On  peut  en  déduire  que  B.  megaterium  LVN01  
accumule  principalement  du  PHB,  ce  qui  a  des  implications  significatives  dans  diverses  applications  
biotechnologiques  et  environnementales.

3.3.2.  Résonance  Magnétique  Nucléaire  (RMN)
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Figure  6.  Structure  chimique  du  copolymère  PHBV.  PH3B :  poly(acide  3­hydroxybutyrique) ;  PHV :  poly(acide  
3­hydroxyvalérique) ;  PHBV :  poly(acide  3­hydroxybutyrique­co­acide  3­hydroxyvalérique) ;  n :  répétition  
d'unités  monomères ;  a :  CH ;  b :  CH2 ;  c :  CH2 ;  d :  CH3 ;  e :  CH3 ;  a' : CH ;  b' :  CH2.

Pour  reconfirmer  la  structure  chimique  du  PHA  déduite  de  l'analyse  GC­MS,  Figure  5.  Chromatographie  
en  phase  gazeuse  –  spectrométrie  de  masse  (GC­MS) :  (A)  le  chromatogramme  de  la  spectroscopie  RMN  

commerciale  (1H­RMN  et  13C­RMN)  a  été  utilisé .  Les  résultats  de  l'analyse  ont  montré  que  le  polymère  poly(acide  3­hydroxybutyrique­co­acide  3­hydroxyvalérique)  (Part  N°  403121,  Sigma­Aldrich,  copolymère,  
poly(3­hydroxybutyrate­co­3­hydroxyvalérate)  (PHBV),  était  constitué  par  le  Lot :  MKBL7384V);  (B)  chromatogramme  du  copolymère  biosynthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  les  monomères  3HB  et  3HV  (Figure  
6),  qui  est  en  plein  accord  avec  les  résultats  du  digestat  de  biogaz.  L'agrandissement  montre  les  valeurs  des  trois  pics,  de  gauche  à  droite :  analyse  GC­MS.  13.861 ;  14.095  et  14.634.

'

(B)
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norme  (Figure  S7  (A1  –  A3));  (B)  synthétisé  par  Bacillus  megaterium  (Figure  S7  (B1,  B2)).
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fermentation),  montrant  le  déplacement  chimique  des  groupes  fonctionnels  caractéristiques :  (A)  commercial
Figure  7.  Spectre  1H­RMN  du  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  à  partir  d'un  digestat  de  biogaz  (lot

fermentation),  montrant  le  déplacement  chimique  des  groupes  fonctionnels  caractéristiques :  (A)  commercial
Figure  7.  Spectre  1H­RMN  du  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  à  partir  d'un  digestat  de  biogaz  (lot

norme  (figures  S7A1  à  A3) ;  (B)  synthétisé  par  Bacillus  megaterium  (Figure  S7B1,  B2).
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LVN01  en  digestat  liquide.

Figure  8.  Spectre  13C­RMN,  correspondant  à  l'échantillon  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  Figure  8.  Spectre  13C­RMN,  correspondant  à  l'échantillon  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  
LVN01  dans  un  digestat  liquide.
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La  stabilité  thermique  du  biopolymère  obtenu  a  été  déterminée  par  analyse  thermogravimétrique.  
Sur  la  base  des  courbes  thermogravimétriques  (TG)  et  dérivées  (DTG)  (Figure  9),  on  en  déduit  que  
le  PHBV  obtenu  présente  une  seule  étape  de  décomposition  dans  le  cadre  d'un  processus  continu  
et  uniforme.  Le  profil  de  la  courbe  TG  (Figure  9A)  indique  qu'il  s'agit  d'un  copolymère  thermiquement  
stable  dans  la  plage  de  température  de  35,0  à  254,540  ◦C,  atteignant  un  Td  1  %  de  266,2  ◦C  (la  
température  à  laquelle  se  produit  une  perte  de  poids  de  1  %)  à  23,58  minutes.  Elle  continue  avec  
des  pertes  de  masse  mineures  au  fil  du  temps,  jusqu'à  atteindre  un  Td  10  %  de  280,9  ◦C  (t  =  25,08  min).

B

Les  propriétés  thermiques  du  PHBV  produit  par  B.  megaterium  ont  été  analysées  par  calorimétrie  
différentielle  à  balayage  (DSC)  et  analyse  thermogravimétrique  (TGA)  sous  une  atmosphère  d'azote  A.

3.4.  Détermination  des  propriétés  thermiques

Par  la  suite,  le  matériau  commence  à  se  dégrader,  avec  une  température  de  décomposition  initiale  Td  
(Tonset)  de  283,1  ◦C  et  une  température  de  décomposition  finale  (Tendset)  de  296,98  ◦C.  Dans  cette  plage  
de  température,  et  en  seulement  2  min,  le  composé  perd  environ  72  %  de  son  poids,  avec  une  Td  maximale  
de  290,114  ◦C,  à  laquelle  le  taux  de  décomposition  maximal  est  atteint  (Figure  9B).  Dans  le  Tendset,  une  
perte  de  poids  de  86 %  est  observée  et  environ  90 %  de  la  masse  est  perdue  dans  la  plage  de  température  
de  253,376  ◦C  à  308,084  ◦C.
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Figure  9.  Courbes  du  thermogramme  (TG)  (A)  et  de  son  dérivé  (DTG)  (B)  de  l'échantillon  PHBV  
synthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  à  partir  du  digestat  de  biogaz.

Figure  8.  Spectre  13C­RMN,  correspondant  à  l'échantillon  de  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  
LVN01  dans  un  digestat  liquide.
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En  comparant  ces  résultats  avec  ceux  de  Gómez  et  al.  (2020),  qui  ont  rapporté  une  Td  de  266,2  ◦C  et  une  
perte  de  poids  de  97,7  %  dans  la  plage  de  température  de  230  ◦C  à  300  ◦C  pour  le  PHB  synthétisé  par  B.  
megaterium  en  utilisant  le  glycérol  résiduel  comme  substrat  [24],  il  peut  On  peut  conclure  que  B.  megaterium  
ajuste  sa  batterie  biochimique  pour  métaboliser  le  digestat  de  biogaz,  produisant  un  PHA  avec  de  meilleures  
propriétés  physiques  que  celui  synthétisé  par  les  bactéries  lors  de  l'utilisation  du  glycérol  résiduel.  Dans  ce  
contexte,  la  stabilité  thermique  du  matériau  est  particulièrement  importante,  car  elle  est  associée  au  Td,  aux  PHA  
ayant  de  faibles  températures  de  fusion  et/ou  à  des  valeurs  de  stabilité  thermique  plus  élevées  qui  sont  plus  
souhaitables  [34].  La  différence  marquée  entre  les  valeurs  de  Td  enregistrées  pour  le  PHA  synthétisé  par  le  
mégagaterium  B  par  rapport  au  digestat  de  biogaz  (Td  =  290,114  ◦C)  et  au  glycérol  résiduel  (Td  =  266,2  ◦C)  
permet  de  déduire  la  présence  de  deux  structures  chimiques  différentes,  qui  complète  les  résultats  de  GC  –  MS  
et  RMN.

Dans  tous  les  cas,  la  Td  (290,114  ◦C)  du  PHBV  étudié  est  supérieure  aux  valeurs  maximales  
de  Td  rapportées  dans  la  littérature  pour  le  PHB :  220  ◦C  [34],  252  ◦C  [35]  et  280  ◦C  [36]. ,  entre  
autres.  En  revanche,  bien  qu’elles  soient  dépassées,  elle  est  plus  proche  des  valeurs  Td  rapportées  
pour  le  PHBV :  279,236  ◦C  [34],  285,9  ◦C  [37]  et  286  ◦C  [37],  entre  autres.

L'analyse  DSC  du  biopolymère  synthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  à  partir  du  digestat  de  biogaz  a  révélé  
trois  événements  thermiques  exothermiques  (Figure  10).  Les  deux  plus  significatifs  ont  des  températures  de  
fusion  de  Tm1  =  143,01  ◦C  et  Tm2  =  ◦C  155,7  ◦C  et  des  enthalpies  de  fusion  de  (∆Hf)  =  1,541  J  g−1  et  (∆Hf)  =  
19,80  J  g−1 .  Ces  résultats  sont  en  accord  avec  ceux  d'  autres  études ;  par  exemple,  Abbasi  et  al.  [38]  ont  obtenu  
le  PHBV  via  la  fermentation  du  fumier  de  laiterie  avec  des  consortiums  microbiens  mixtes  (MMC),  avec  des  
teneurs  en  3HV  comprises  entre  16 %  et  24 %,  et  ont  rapporté  qu'une  partie  du  PHBV  extrait  présentait  deux  
températures  de  fusion  (Tm) ;  le  Tm1  le  plus  bas  variait  entre  126,1  ◦C  et  159,7  ◦C,  et  le  Tm2  le  plus  élevé  variait  
entre  152,1  ◦C  et  170,1  ◦C.
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Figure  10.  Thermogramme  DSC  de  l'échantillon  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  à  partir  du  digestat  de  
biogaz  (courbe  verte).  La  ligne  rouge  montre  les  changements  de  température  entre  chaque  événement  thermique.
La  ligne  noire  correspond  à  la  transition  vitreuse.

Les  calculs  associés  à  l'événement  le  plus  significatif  ont  montré  un  Xcr  =  18,17%  pour  
le  PHBV  obtenu  selon  les  paramètres  opérationnels  de  cette  recherche,  inférieur  à  celui  
obtenu  pour  le  biopolymère  (PHB)  synthétisé  par  la  même  espèce  (B.  megaterium  LVN01)  à  
partir  de  glycérol  résiduel,  atteignant  Xcr  =  35,7  %  [24].  D'autres  auteurs  ont  rapporté  des  
valeurs  Xcr  pour  le  PHB  comprises  entre  30  et  60  %  [43­45].

où:

4.  Discussion

demande  croissante  d’alternatives  durables  pour  la  production  de  plastiques.  Cette  bioindustrie  
recherche  des  procédés  respectueux  de  l’environnement  et  économiquement  viables,  capables  de  
concurrencer  l’industrie  des  plastiques  dérivés  du  pétrole  [46].  Le  principal  problème  associé  à  l’  
élimination  commerciale  des  bioplastiques  réside  dans  les  coûts  de  production  élevés,  auxquels  les  
matières  premières  contribuent  de  manière  significative  [20,46­48].  Dans  ce  contexte,  les  chercheurs  
se  sont  tournés  vers  la  recherche  de  substrats  économiques  et  durables,  notamment  la  biomasse  
résiduelle,  qui  rendent  viable  un  processus  industriel.

courbe  calorimétrique  (DSC)  utilisant  l'équation :

∆Hf :  Enthalpie  de  fusion  du  PHB  produit  par  B.  megaterium  LVN01 ;  
∆Hf :  Enthalpie  de  fusion  du  PHB  pur,  équivalente  à  109  J  g−1  [42].

∆H  f  
∆H  f  ◦

Les  auteurs  Abbasi  et  al.  [39]  indiquent  que  la  présence  de  phénomènes  d'isomorphisme  peut  
conduire  à  la  présence  de  deux  pics  de  fusion  [38–40].  Comme  le  PHBV  a  une  structure  semi­
cristalline ,  les  cristaux  avec  une  teneur  plus  élevée  en  HV  auront  un  rapport  de  phase  amorphe  plus  
élevé  et  fondront  donc  en  premier  lors  du  chauffage  (Tm1).  Dans  les  cristaux  à  faible  teneur  en  HV,  
le  rapport  de  cristallinité  est  plus  élevé,  donc  les  cristaux  fondront  à  une  température  plus  élevée  (Tm2)  [39,41].

La  ligne  noire  correspond  à  la  transition  vitreuse.

Figure  10.  Thermogramme  DSC  de  l'échantillon  PHBV  synthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  à  partir  du  digestat  de  
biogaz  (courbe  verte).  La  ligne  rouge  montre  les  changements  de  température  entre  chaque  événement  thermique.

Le  degré  de  cristallinité  Xcr  (%)  a  été  calculé  à  partir  des  valeurs  enregistrées  dans  le

Maximiser  la  production  de  biopolymères  de  type  PHA  grâce  à  la  biofermentation  microbienne  de  différents  
substrats  est  devenu  un  domaine  de  recherche  crucial  face  aux
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g−  unenapes  o  g−.  Ces  résultats  sont  d'accord  avec  d'autres  études ;  par  exemple,  Abbasi  et  al.  [38]  ont  obtenu  le  
PHBV  via  la  fermentation  du  fumier  de  laiterie  avec  des  consortiums  microbiens  mixtes  (MMC),  avec  des  
teneurs  en  3HV  comprises  entre  16 %  et  24 %,  et  ont  rapporté  qu'une  partie  du  PHBV  extrait  présentait  deux  
températures  de  fusion  (Tm) ;  le  Tm1  le  plus  bas  variait  entre  126,1  °C  et  159,7  °C,  et  le  Tm2  le  plus  élevé  
variait  entre  152,1  °C  et  170,1  °C.

== . .

Xcr(%)  =  100  ×
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Il  a  été  souligné  que  dans  le  digestat,  les  valeurs  DCW  sont  plus  élevées  et  que  les  cellules  
bactériennes  accumulent  une  plus  grande  quantité  de  PHBV  par  gramme  de  biomasse  sur  de  courtes  
périodes  de  temps.  L'excellente  capacité  de  stockage  du  biopolymère  est  particulièrement  évidente  
après  les  premières  24  heures  d'incubation  et  reste  à  des  niveaux  relativement  élevés  jusqu'à  32  heures  
(Figure  2).  En  accord  avec  ce  qui  a  été  rapporté  par  d'autres  auteurs,  on  en  déduit  que  la  première  étape  
de  la  fermentation  est  une  période  d'adaptation  initiale  au  cours  de  laquelle  les  bactéries  se  multiplient  
et  augmentent  leur  biomasse  avant  de  commencer  à  synthétiser  et  à  accumuler  efficacement  le  PHA  [53,55­57]. .

En  conclusion,  la  phase  de  latence  (phase  adaptative)  joue  un  rôle  crucial  dans  la  fermentation,  
étant  importante  pour  que  le  micro­organisme  active  son  métabolisme  et  tire  le  meilleur  parti  des  
nutriments  présents  dans  le  milieu  de  culture.  Dans  des  substrats  complexes  tels  que  le  digestat,  B.  
megaterium  nécessite  de  longs  temps  d'acclimatation  avant  d'atteindre  une  croissance  optimale,  alors  
qu'il  peut  se  multiplier  rapidement  dans  des  substrats  simples.  Ces  informations  sont  essentielles  à  la  
conception  et  à  l'optimisation  des  processus  de  fermentation  puisque  le  temps  d'adaptation  microbienne  
par  rapport  au  substrat  peut  affecter  de  manière  significative  la  productivité  et  l'efficacité  du  processus  
[21].  Dans  cette  recherche,  B.  megaterium  a  pu  synthétiser  et  accumuler  du  PHBV  pendant  les  premières  
heures  du  bioprocédé  (16  h  à  32  h),  en  utilisant  le  digestat  de  biogaz  comme  source  de  carbone,  ce  qui  
est  prometteur  pour  une  production  industrielle  efficace.  Parallèlement,  cela  pourrait  réduire  la  
dépendance  au  pétrole,  une  ressource  non  renouvelable,  et  à  des  sources  de  carbone  coûteuses  et  
moins  durables  telles  que  les  cultures  agricoles  [59­63].

Les  résultats  soutiennent  l’idée  selon  laquelle  la  cinétique  microbienne  est  fortement  influencée  
par  la  nature  chimique  de  la  source  de  carbone.  Contrairement  au  glycérol  résiduel,  le  digestat  est  un  
mélange  complexe  de  composés  organiques  qui  comprend  des  acides  gras  et  d'autres  sous­produits  de  
la  digestion  anaérobie  des  matières  organiques.  Cette  complexité  pourrait  signifier  que  B.  megaterium  
(LVN01)  a  besoin  de  plus  de  temps  pour  s'adapter  au  milieu  et  assimiler  les  nutriments  disponibles  pour  
croître  efficacement,  expliquant  ainsi  sa  cinétique  de  croissance  prolongée.  De  plus,  dans  les  premiers  
stades  de  la  fermentation,  une  croissance  bactérienne  rapide  (DCW  plus  élevé)  est  observée  avant  que  
les  bactéries  ne  donnent  la  priorité  à  la  synthèse  du  PHBV.  Cette  relation  inverse  (Figure  4)  entre  la  
biomasse  et  la  production  de  PHB  suit  la  tendance  rapportée  par  d'autres  auteurs  pour  B.  megaterium  
provenant  d'autres  substrats  [11,24,50,58].

Dans  cette  recherche,  tirer  parti  de  la  capacité  de  B.  megaterium  LVN01  à  métaboliser  différents  
substrats  par  différentes  voies  [12,  24,  49­52]  a  été  considéré  comme  important  dans  l'évaluation  du  
digestat  de  biogaz,  un  sous­produit  de  la  digestion  anaérobie  des  déchets .  de  la  pêche  artisanale.  Cela  
n’a  pas  été  exploré  auparavant;  ou,  du  moins,  cela  n’a  pas  encore  été  rapporté  dans  le  même  sens  que  
dans  cette  recherche.
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La  caractérisation  chimique  du  biopolymère  synthétisé  par  B.  megaterium  à  partir  du  digestat  
de  biogaz  a  été  réalisée  par  chromatographie  en  phase  gazeuse  avec  un  détecteur  sélectif  de  
masse  (GC  –  MS)  et  spectroscopie  de  résonance  magnétique  nucléaire  (RMN  1H  et  RMN  13C ).

Nos  résultats  démontrent  que  le  digestat  de  biogaz,  substrat  d'origine  résiduelle  riche  en  
acides  gras  volatils,  est  un  excellent  substrat  pour  la  croissance  de  B.  megaterium  et  la  production  
de  bioplastiques  de  type  PHA.  La  dynamique  de  croissance  cellulaire  (Figure  1),  dans  les  conditions  
opératoires  de  ces  travaux,  montre  l'avantage  du  digestat  de  biogaz  par  rapport  au  glycérol  résiduel,  
autre  substrat  évalué  dans  des  conditions  similaires.  Comme  cela  a  été  observé,  la  phase  adaptative  
de  B.  megaterium  (LVN01)  dans  le  digestat  dure  40  h,  soit  presque  le  double  du  temps  rapporté  (24  
h)  pour  la  même  souche  microbienne  dans  le  glycérol  résiduel  [50].  Généralement,  une  fois  la  phase  
stationnaire  tardive  ou  la  phase  exponentielle  atteinte,  le  métabolisme  microbien  de  B.  megaterium  
commence  à  accumuler  du  PHA  (53).  Cependant,  la  réponse  d'accumulation  peut  varier  en  fonction  
du  type  de  substrat  [54] ;  lorsque  le  substrat  est  un  digestat,  l'efficacité  de  l'accumulation  du  PHBV  
augmente  (360  mg  de  PHBV  L−1  en  16  h)  dans  les  phases  antérieures.  Ceci  peut  être  attribué  aux  
conditions  de  stress  auxquelles  il  est  soumis  [54],  sachant  que  le  digestat  est  un  substrat  assez  
complexe.  La  performance  optimale  de  B.  megaterium  (LVN01)  dans  le  digestat  s'est  produite  à  16  
h.  En  revanche,  Gómez  et  al.  ont  montré  que  B.  megaterium  (LVN01)  dans  le  glycérol  résiduel  a  
besoin  de  48  h  pour  atteindre  un  rendement  de  137,5  g  de  PHB  L−1  avec  un  DCW  de  58,1  mg  de  
PHB  gcell−1 ;  passé  ce  délai,  ces  paramètres  diminuent  drastiquement  [49].
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Le  pic  d'intensité  plus  faible  apparu  à  14,1  min  est  attribué  à  l'ester  méthylique  de  l'acide  2­
pentanoïque,  typique  du  monomère  3HV,  identifié  par  le  système  de  données  de  l'équipe  avec  une  
qualité  de  97  %  (Figure  S6).  Ceux­ci  sont  formés  par  méthanolyse  du  3HB,  donnant  des  esters  en  C4,  
et  du  3HV,  donnant  des  esters  en  C4  et  C5  [33].  Les  acides  2­buténoïque,  3­hydroxybutyrique  et  2­
pentanoïque  sont  également  des  sous­produits  de  la  dégradation  thermique  du  PHBV  [64].  Les  
informations  obtenues  par  GC­MS  confirment  la  présence  prédominante  d'acide  polyhydroxybutyrique  
et,  dans  des  proportions  plus  faibles,  d'acide  polyhydroxyvalérique  dans  les  extraits  de  B.  megaterium.

Les  signaux  H­RMN  détectent  la  présence  de  groupes  fonctionnels  caractéristiques  des  deux  
fractions  monomères  (3HB  et  3HV),  soit  δ  =  5,356–5,363  ppm  (a  et  a'),  concernant  les  protons  du  
groupe  méthine  (­CH),  et  δ  =  2,57­2,59  ppm  et  δ  =  2,69­2,73  ppm  (b  et  b'),  correspondant  aux  protons  
du  groupe  méthylène  (CH2).  En  particulier,  la  sous­unité  3HB  présente  un  δ  =  1,25  à  1,26  ppm,  
appartenant  au  groupe  méthyle  (CH3)  (c).  D'autre  part,  3HV  donne  lieu  à  des  décalages  à  δ  =  1,73–
1,78  ppm  (d)  et  δ  =  1,0  ppm  (e),  qui  nous  permettent  de  déduire  la  résonance  des  protons  méthylène  
(d)  et  méthyle  (e)  dans  le  chaîne  latérale  (éthyle).

monomère.

Ces  derniers  déplacements  marquent  la  différence  entre  les  monomères  (HV  et  HB)  et  confirment  la  
présence  du  PHBV.  Les  résultats  de  cette  recherche  coïncident  avec  ceux  rapportés  par  d'autres  
auteurs  pour  le  copolymère  PHBV  [39,65–70].

La  caractérisation  chimique  du  biopolymère  de  B.  megaterium  est  cohérente  avec  les  
caractéristiques  dérivées  de  l'analyse  des  propriétés  thermiques  du  biopolymère  par  TGA  
(Figure  9)  et  DSC  (Figure  10).  Les  valeurs  des  propriétés  thermiques  (Tm  =  153  ◦C  et  Td  =  
290,14  ◦C)  du  PHBV  produit  par  B.  megaterium  à  partir  du  digestat  de  biogaz  se  situent  dans  la  
plage  des  valeurs  mesurées  par  Wang  et  al.  [71],  qui  ont  analysé  trois  PHA  synthétisés  par  
Ralstonia  eutropha  à  partir  de  l'acide  lévulinique.  Les  chercheurs  ont  trouvé  des  températures  
de  fusion  (Tm)  de  101,93  ◦C,  150,18  ◦C  et  172,05  ◦C,  ainsi  que  des  températures  de  
décomposition  thermique  (Td)  de  284,4  ◦C,  298,3  ◦C  et  263,4  ◦C,  pour  le  PHB  à  0  %. ,  0,16 %  et  53 %  HV,  respectivement  [62].

Les  résultats  obtenus  dans  cette  recherche  démontrent  la  capacité  de  B.  megaterium  à  produire  
du  PHBV  à  partir  de  différents  substrats  grâce  à  des  processus  de  fermentation.  Le  chromatogramme  
(GC­  MS)  de  l'extrait  polymère  (Figure  5)  a  été  comparé  à  celui  du  standard  PHBV  commercial.  Dans  
les  deux  cas,  deux  pics  principaux  ont  été  observés  avec  des  temps  de  rétention  (RT)  de  10,9  min  et  
14,6  min,  identifiés  via  la  base  de  données  GC­MS  comme  étant  respectivement  l'ester  méthylique  de  
l'acide  2­buténoïque  et  l'ester  méthylique  de  l'acide  3­hydroxybutyrique,  qui  sont  caractéristique  du  3HB
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La  spectroscopie  de  résonance  magnétique  nucléaire  nous  a  permis  d'élucider  la  
structure  chimique  du  biopolymère  synthétisé  par  B.  megaterium  LVN01  sous  fermentation  
aérobie  de  type  discontinu  avec  digestat  de  biogaz  source  de  carbone.  Les  spectres  RMN  
1H  (Figure  7)  et  RMN  13C  (Figure  8)  de  l'échantillon  de  PHBV  purifié  et  de  l'étalon  pur  
étaient  similaires,  montrant  sept  signaux  typiques  du  copolymère  poly  (3­hydroxybutyrate­
co­3  hydroxyvalérate)  entre  0,75  ppm  et  5,50  ppm,  qui  sont  associés  aux  déplacements  
chimiques  (δ)  des  sous­unités  3HB  (3­hydroxybutyrate)  et  3HV  (3­hydroxyvalrate)  du  copolymère  PHBV.

Les  résultats  de  l’analyse  RMN  13C  sont  cohérents  avec  ceux  de  RMN  1H  (Figure  7).  Le  
spectre  RMN  13C  présente  des  signaux  identifiant  les  atomes  de  carbone  non  équivalents  dans  
chaque  monomère.  Pour  HB,  des  déplacements  de  carbone  ont  été  observés  à  19,65  ppm,  
40,68  ppm  et  67,52  ppm,  correspondant  respectivement  aux  groupes  méthyle  (–CH3),  méthylène  
(–CH2–)  et  ester  (–O–CH–).  En  particulier  pour  HV,  les  signaux  des  deux  groupes  méthylène  (–
CH2–)  ont  été  observés  à  26,74  ppm  et  30,82  ppm.  Dans  ce  monomère,  le  pic  correspondant  
au  groupe  ester  (–O–CH–)  s'est  déplacé  à  71,90  ppm.  Enfin,  une  résonance  de  169,14  ppm  des  
atomes  de  carbone  du  groupe  carbonyle  (–C–)  est  présentée  pour  les  deux  monomères  (3­HB  et  3­HV).

Cependant,  le  pourcentage  de  cristallinité  (%  Xcr)  =  18  du  PHBV  étudié  différait  nettement  de  
ceux  rapportés  pour  le  PHB  avec  0%  (%  Xcr  =  61,44%),  0,16%  (%  Xcr  =  50,34%),  et  HV  53%  
( %  Xcr  =  51,92  %).  Néanmoins,  concernant  ce  paramètre,  les  résultats  de  cette  recherche  sont  
également  comparables  à  ceux  d'Abbasi  et  al.,  qui,  pour  une  série  de  PHBV  produits  par  
fermentation,  ont  rapporté  des  valeurs  Xcr  via  DSC  comprises  entre  16,6  %  et  29  %  [39].  Dans

Ces  données  coïncident  avec  celles  rapportées  par  d'autres  chercheurs  [38,39,56,69]  et  
permettent  de  déterminer  la  présence  du  copolymère  PHBV  dans  l'extrait  polymérique  de  B.  megaterium.
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Le  biopolymère  produit  dans  cette  recherche  présente  des  propriétés  thermodynamiques  qui  
le  différencient  de  la  structure  PHB  et  le  rapprochent  de  la  lignée  PHBV.  Dans  ce  contexte,  il  est  
pertinent  de  noter  que  selon  la  littérature,  lorsqu'un  copolymère  tel  que  le  PHBV  est  produit,  il  a  un  
point  de  fusion  plus  bas  et  une  plus  grande  flexibilité  par  rapport  à  l'homopolymère  PHB  [72].  La  
cristallinité  plus  faible  et  le  point  de  fusion  plus  faible  du  PHBV  de  B.  megaterium  suggèrent  un  
pourcentage  appréciable  de  HV  avec  un  ordre  structurel  plus  flexible.

Les  caractéristiques  physiques  du  PHBV  de  B.  megaterium  sont  intrinsèquement  liées  aux  
propriétés  de  biodégradation  et  à  la  facilité  de  décomposition  des  PHA.  Ces  processus  de  
dégradation  sont  influencés  par  la  composition  chimique  spécifique  du  polymère  et  les  conditions  
environnementales  environnantes.  Il  a  été  rapporté  que  la  dégradation  des  objets  fabriqués  à  partir  
de  PHA  varie  considérablement,  de  quelques  mois  dans  des  sols  à  températures  stables  à  
quelques  années  dans  des  environnements  marins.  Il  est  à  noter  que  certains  types  de  PHA,  
comme  le  poly(3­hydroxybutyrate­co­3­hydroxyvalérate),  sont  notamment  affectés  dans  leur  
cristallinité,  ce  qui  module  leurs  taux  de  dégradation  [75].

À  partir  de  leur  étude,  Abbasi  et  al.  [39]  et  d'autres  chercheurs  [71]  ont  conclu  que  le  degré  de  
cristallinité  et  le  point  de  fusion  du  biopolymère  diminuent  avec  la  teneur  en  HV  du  polymère,  
entraînant  potentiellement  une  amélioration  de  la  ductilité  et  de  la  flexibilité  du  polymère.

Le  digestat  liquide,  sous­produit  de  la  production  de  biogaz  par  digestion  anaérobie  de  la  
biomasse  résiduelle  de  l'industrie  de  la  pêche  artisanale,  est  un  substrat  secondaire  renouvelable  
adapté  à  la  culture  de  la  bactérie  indigène  colombienne  B.  megaterium  LVN01  et

Concernant  la  durabilité  du  substrat,  il  est  important  de  mentionner  que  la  pêche  artisanale  
dans  le  Pacifique  colombien  génère  une  quantité  abondante  de  déchets,  représentant  une  source  
précieuse  de  matière  organique  renouvelable  pour  la  production  efficace  de  PHBV  par  fermentation  
avec  B.  megaterium.  Ainsi,  le  coût  des  matières  premières  pour  la  production  à  grande  échelle  de  
PHBV  pourrait  être  considérablement  réduit,  avec  des  effets  importants  en  termes  d’économie  et  
de  durabilité  environnementale.

Le  potentiel  du  procédé  de  fermentation  aérobie  avec  le  système  B.  megaterium  utilisant  du  digestat  de  
biogaz  est  renforcé  par  l'utilisation  d'un  substrat  économique  pour  la  production  de  biopolymères  de  type  PHA,  
notamment  le  PHBV.  Les  principaux  avantages  de  l'utilisation  du  digestat  résident  dans  sa  disponibilité  et  son  
faible  coût,  étant  donné  qu'il  s'agit  d'un  coproduit  du  processus  de  production  de  biogaz  à  partir  de  la  biomasse  
résiduelle  de  l'industrie  de  la  pêche  artisanale  de  Tumaco,  en  Colombie.  À  l’avantage  économique  s’ajoutent  des  
impacts  environnementaux  et  sociaux  positifs :  d’une  part,  les  digestats  représentent  des  alternatives  aux  
plastiques  dérivés  du  pétrole,  qui  génèrent  une  pollution  importante  lors  de  leur  fabrication  et  consomment  une  
ressource  non  renouvelable ;  Deuxièmement,  les  déchets  de  pêche  (viscères  de  poisson)  sont  utilisés  pour  
produire  du  biogaz,  puis,  à  partir  des  effluents  résiduels  (digestat  riche  en  acides  gras  volatils),  des  biopolymères  
de  type  PHA  sont  produits.  Grâce  à  cette  approche,  la  pollution  due  aux  déchets  de  pêche,  souvent  rejetés  à  la  
mer,  est  évitée.  Tout  cela  est  réalisé  dans  un  environnement  de  bioraffinerie,  contribuant  à  augmenter  la  valeur  
ajoutée  de  la  chaîne  de  production  de  la  pêche  artisanale  dans  les  communautés  vivant  dans  des  conditions  
vulnérables,  ainsi  que  la  bioéconomie  circulaire  de  la  production  de  biogaz.

Selon  leurs  recherches,  le  PHBV  avec  la  plus  faible  teneur  en  3HV  (0,16)  a  enregistré  le  Xcr  le  plus  élevé  (29  %).

Dans  cette  étude,  B.  megaterium  LVN01  a  démontré  sa  capacité  efficace  à  produire  du  PHBV  à  partir  du  
digestat  de  biogaz,  un  substrat  riche  en  acides  gras  volatils,  en  seulement  16  à  24  heures  de  fermentation.  Ceci  
est  prometteur  pour  la  production  industrielle  de  biopolymères  puisque  le  PHBV  possède  non  seulement  des  
caractéristiques  physiques  appropriées  pour  une  utilisation  dans  différents  domaines  industriels,  mais  possède  
également  un  degré  élevé  de  biodégradabilité,  ce  qui  le  rend  très  attractif  dans  l’  industrie  pharmaceutique  des  
biopolymères.
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Cela  concorde  avec  la  caractérisation  des  biopolymères  à  chaîne  courte,  connus  pour  avoir  
une  cristallinité  et  des  points  de  fusion  plus  faibles,  les  classant  comme  élastomères  et  leur  
conférant  une  capacité  d'allongement  à  la  rupture  supérieure  à  100  %  [73,74].

5.  Conclusions
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co­3­hydroxyvalérate)  (PHBV).
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