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DESCRIPTION DE L’INVENTION

Procédé de production de polyhydroxyalcanoates (PHA) a partir du jus de pomme de cajou

La présente invention décrit la biosynthése microbienne des bioplastiques (PHA) ou le procédé de
production de polyhydroxyalcanoates (PHA) par des microorganismes producteurs de PHA (par ex.
Cupriavidus necator) en utilisant le jus de pomme de noix de cajou comme substrat de carbone
renouvelable. Ladite invention a identifié et utilisé le substrat de carbone enrichis en éléments nutritifs

pour une production de PHA de haute pureté.

La prolifération des plastiques issus de la pétrochimie est une préoccupation majeure en raison des
impacts négatifs environnementaux et sociaux. L'élimination inappropriée des plastiques et I'épuisement
rapide des ressources naturelles dans la production sont les principaux facteurs qui conduisent a des
investigations pour trouver des alternatives durables aux plastiques a base de pétrole (Muhammadi et al.,
2015).

Les polyhydroxyalcanoates (PHA) sont considérés comme étant des alternatives compatibles pour
remplacer les plastiques conventionnels a base de pétrole et ce, en raison de leur biodégradabilité, de
leur biocompatibilit¢ et de leur nature non toxique. Des fonctionnalités supplémentaires comme la
recyclabilité et la nature thermoplastique leur conférent de nombreuses applications dans le domaine de
lindustrie de I'emballage, de la médecine et de l'industrie agroalimentaire (lvanov et al., 2015). Les PHA
appartiennent a la famille des bio-polyesters qui sont produits et accumulés par une variété de
microorganismes en tant que source de carbone et d'énergie en présence d'un exces de carbone et de

limitation de I'azote ou du phosphore.

Le Polyhydroxybutyrate (PHB) a été identifié pour la premiére fois par Maurice Lemoige, dans Bacillus
megaterium en 1926. Les PHB sont la forme de PHA la plus largement étudiée et peuvent accumuler
jusqu'a 80% du poids sec de la cellule. Outre PHB, des copolymeres contenant du 3-hydroxyvalérate (3-
HV) et du 3-hydroxyhexanoate (3-HHx) ont également été identifiés en 1974. Aujourd'hui, environ 150
constituants monomeéres différents de PHA et plus de 300 espéces microbiennes, principalement des

bactéries ont été identifiées comme étant capable d’accumuler des PHA (Anjum et al., 2016).

La structure chimique des PHA est présentée sur la figure 1 qui contient des unités répétitives de 100 -
30 000. Dans le cas de PHB, R = CH3 et x = 1, alors que dans le cas de PHV, R = C2H5 et x = 1. Sur la
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base du nombre d'atomes de carbone, le PHA peut avoir une longueur de chaine courte (3 a 5 atomes
de carbone) ou une longueur de chaine moyenne (6 a 14 atomes de carbone). La différence est due a la
spécificité du substrat de la PHA synthase, dans le cas d'Alcaligenes eutropus, la PHA synthase peut
polymériser les 3-hydroxyalcanes (3-HA) constitués de 3 a 5 atomes de carbone, tandis que la PHA
synthase de Pseudomonas oleovorans peut polymériser 3-HA de 6 a 14 atomes de carbone (Pena et al.,
2014).

La voie biochimique de la production de PHA a été bien étudiée et consiste principalement en des
réactions en trois étapes dans le cas de bactéries notoires Cupriavidus necator (anciennement
Alcaligenes eutropus, Ralstonia eutropha) (Kessler et al., 2001). Dans la premiére phase, deux molécules
d'acétoacétyl-CoA subissent une condensation pour former de I'acétoacétyl-CoA & l'aide de l'enzyme 3-
kéthothiolase. La deuxiéme étape catalysée par I'enzyme acétoacétyl-CoA réductase dépendant de
NADPH, qui agit sur I'acétoacétyl-CoA et la réduit pour former la 3-hydroxybutryl-CoA. L'étape finale
catalysée par I'enzyme PHA synthase, qui catalyse la polymérisation du 3-hydroxybutryle -CoA pour
former Poly-3-hydroxybutyrate (PHB) (Fig.2)

L'utilisation généralisée de PHA est entravée en raison du colt de production élevé par rapport aux
plastiques classiques. Le brevet européen n° 0,046,344 décrit la production de PHB en utilisant du
glucose comme source de carbone pour A.eutrophus NCIB 11599. Les substrats les plus couramment
utilisés pour la production de bioplastique sont des sources de carbone pure telles que le glucose, le
fructose, le lactose et les huiles végétales. Le colit de ces sources de carbone pur est I'un des facteurs
les plus importants qui rend peu économique la production de PHA et représente environ 50 & 60% de la
dépense totale pour la production de PHA (Volodina et al., 2016). Par conséquent, une approche
alternative est d'utiliser des substrats de carbone renouvelables, économiquement réalisables ou a faible

codt et facilement disponibles pour la croissance microbienne et la production efficace de PHA.

Les résidus agricoles et les déchets tels que la pomme de cajou sont des substrats a faible cot et sont
appropriés pour la culture microbienne, en tant que source de carbone, d'azote et de minéraux. Les
pommes de cajou sont considérées comme des déchets de l'agriculture et son jus nutritif peut étre
approprié comme substrat peu colteux en raison de la présence de 10 a 12% de teneur en glucose, ainsi
que du fructose, du saccharose, des vitamines et des acides aminés. La plupart du temps, les pommes
de noix de cajou pourrissent sur les champs aprés le retrait de la noix. Bien que les pommes de cajou
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puissent étre utilisées pour la production de jus, de glaces et autres produits alimentaires, I'utilisation de
pommes de cajou comme fruits est trés limitée en raison de la présence de composés astringents tels
que les polyphénols et les tanins (0,35%) (Fontes et al ., 2013). De plus, il existe une présence de
couche cireuse autour des pommes de cajou qui les rend peu commode a la consommation humaine.
Par conséquent, la sous-utilisation des pommes de cajou, la présence d'une concentration élevée en
sucres réducteurs, leur grande disponibilité et leur faible codt en font un substrat potentiel et économique

pour la production bioplastique.

L'Afrique de I'Ouest, I'lnde, le Vietnam, I'Afrique de I'Est et le Brésil sont les principaux producteurs de
noix de cajou. La production mondiale de noix de cajou en 2016 était de 738 861 tonnes métriques, ce
qui conduit a 7 millions de tonnes de pommes de cajou parce que celle-ci représente neuf a dix fois le
poids des noix. En raison de sa disponibilité abondante et de son faible codt, le jus de pomme de cajou a
été bien étudié comme substrat pour la production fermentative de bio-tensioactifs, de bioéthanol,
d'acides organiques et d'enzymes (Prommajak et al., 2014, Betiku et al., 2016). Cependant, aucune
invention ou littérature n'a été signalée en ce concerne son utilisation comme substrat de carbone pour la

production de bioplastiques.

L'invention a pour but de produire du bioplastique a partir de substrat renouvelable a faible codt, riche en

sucre et approprié pour la culture microbienne.

Conformément a l'invention, ce but est atteint avec le processus de production de polyhydroxyalcanoates
(PHA) ou bioplastique avec une pureté élevée et une forte concentration de biomasse, a partir du jus de
pomme de cajou. La production de PHA de haute pureté permet d'éviter ['utilisation de produits

chimiques colteux requis pour une extraction et une purification supplémentaires de PHA.

Ce processus implique la détermination d'une concentration appropriée de sucre réducteur pour la
croissance microbienne. Il décrit a cet effet, une stratégie d'alimentation discontinue par cuvées en
utilisant le jus de pomme de cajou comme substrat de carbone et une variation des minéraux (azote et
phosphore) pour améliorer la concentration de biomasse et le rendement en PHA. Les microorganismes
producteurs de PHA (Cupriavidus necator) sont inoculés dans les milieux de culture de jus de pomme de
cajou pour produire une forte concentration de PHA. Par la suite, pour rendre le processus de production
de PHA (bioplastiques) plus économique, les protéines extracellulaires et intracellulaires libérées par la

bactérie sont récupérées a partir du surnageant pour étre utilisées comme protéines animales.
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Les détails du procédé de production de bioplastiques et de récupération de protéines comprennent les

étapes suivantes:

a) Préparation des milieux de production de PHA utilisant du jus de pomme de cajou comme
substrat de carbone et inoculation de PHH produisant des cellules microbiennes dans les milieux

5 de production

b) Détermination de la concentration appropriée en sucres réducteurs pour la concentration
maximale de biomasse et la production de PHA.

c) Utilisation d'une concentration appropriée en sucres réducteurs pour la fermentation discontinue

alimentée afin d'augmenter encore la concentration de biomasse et la teneur en PHA.

10 d) Traitement thermique du bouillon fermenté aprés la production d'PHA et récupération de 77% des
protéines a partir du surnageant aprés extraction par PHA.

Le procédé nécessite les concentrations suivantes :

> le sucres réducteurs dans le jus de pomme de cajou varie de 5 a 35 g/L,
> le chlorure d'ammonium dans le milieu de production de jus de pomme de cajou varie entre 0,20
15 et1gll,
» I'Hydrogene phosphate disodique décahydraté dans le milieu de production de jus de pomme de
cajou varie entre 0,5 et 6 g/L,
> le dihydrogénophosphate de potassium dans le milieu de production de jus de pomme de cajou
varie entre 0,20 et 2,40 g/L,
20 > le sulfate de magnésium heptahydraté dans le milieu de production de jus de pomme de cajou
varie entre 0,04 et 0,5 g/L,
> le chlorure ferrique heptahydraté dans le milieu de production de jus de pomme de cajou varie
entre 0,8 et 10 mg/L,
> le chlorure de calcium heptahydraté dans le milieu de production de jus de pomme de cajou
25 variait entre 0,8 et 10 mg/L.

La fermentation discontinue appliquée pendant un temps de 144 h, alimentée a l'aide de milieux de jus
de pomme de cajou maintenue avec une concentration réductrice de sucre de 20 g/L et une
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concentration en azote de 0,20 g/L donne un rendement PHA maximal de 0,88 g de substrat PHA/g

consomme.

C'est le lieu de préciser que le jus de pomme de cajou est sous utilisé. |l est principalement laissé dans

les plantations apres la récolte de la noix, ce qui a un impact négatif sur I'environnement.

Le processus de production de polyhydroxyalcanoates (PHA) ou bioplastique conforme a l'invention

présente plusieurs avantages, notamment :

> la production de plastiques biodégradables permettant de résoudre le probléme de pollution des
déchets plastiques issus des hydrocarbures ;

> la réduction de l'impact négatif causé a I'environnement en raison de 'abandon des pommes de
cajou dans les champs ;

> la récupération de protéines a partir du surnageant de la liqueur fermentée (ou bouillon fermenté)

en vue de leur utilisation comme protéine animale ou a d'autres fins.

L'invention est décrite ci-apres a l'aide d'exemples avec référence aux formules et diagrammes joints a

cet effet, pour lesquels :
La figure 1 représente la structure de la polyhydroxyalcanoates (PHA) ou bioplastique ;
La figure 2 représente le diagramme de la biosynthése de PHA ;

La figure 3 représente le diagramme schématique du systéme de production de PHA provenant du jus de

pomme de cajou ;
La figure 1 est la méthode d'alimentation: a) une impulsion, b) alimentation & deux impulsions ;

La figure 2 représente la stratégie d'alimentation par étapes : a) Haute concentration de minéraux et
d'azote, b) Faible concentration de minéraux et d'azote ;

La figure 6 est le diagramme schématique pour la récupération des protéines du surnageant.

Les caractéristiques physicochimiques du jus de pomme de cajou concentré (le jus de pomme de cajou a
été concentré par évaporation) sont représentées dans le tableau 1. La présence de sucres
monosaccharides, c'est-a-dire le glucose et le fructose dans le jus de pomme de cajou, est avantageuse
car elle permet une assimilation facile et rapide par les cellules bactériennes productrice de PHA,

améliorant ainsi le rendement en PHA. Dans |a présente invention, bien qu'il y ait présence de potassium
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et de phosphore dans le jus de pomme de cajou, par rapport au magnésium et a l'azote, la présence de
fortes concentrations de phosphore et de potassium est nécessaire pour la croissance de
microorganismes producteurs de PHA tels que C.necator. Par conséquent, sur la base de la
caractérisation physico-chimique du jus de pomme de cajou, il y avait une forte concentration de glucose
et de fructose, tandis que les minéraux et I'azote peuvent étre complétés pour améliorer la croissance du
microorganisme et de la production d'PHA (tableau 1).

Tableau 1. Caractérisation physicochimique du jus de pomme de cajou.

Composition Concentration Composition Concentration

Magnésium (mg/L) 531.6
pH 4.4

Manganese (mg/L) 5.1
Carbone Organique Total (g/L) | 205

Nickel (mg/L) 0.828
Sucre réducteur (g/L) 456

Phosphore (mg/L) 648
Glucose (g/L) 230

Potassium (mg/L) 740
Fructose (g/L) 226

Silice (mg/L) 12.6
Protéine (mg/L) 2100

Sodium (mglL) 246
Aluminium (mg/L) 3.96

Strontium 0.6
Bore (mg/L) 1.28

Sulfure (mg/L) 192
Calcium (mg/L) 62.40 :

Titane 0.06

0.12

Chrome (mg/L) Vanadium 0.072
Cuivre (mg/L) 1.344 7 72
Fer (mg/L) 8.88
Plomb (mg/L) 0.48

La production de PHA utilisant un substrat de carbone nouveau et renouvelable, le jus de pomme de

cajou se fait en incubant I'une des souches productrices de PHA, qui est capable d'utiliser le jus de
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pomme de cajou comme substrat de carbone renouvelable. Le microorganisme utilisé dans la présente
invention est I'une des meilleures bactéries accumulatrice de PHA, Cupriavidus necator. Cependant, le
procédé peut étre appliqué a d'autres microorganismes producteurs de PHA. Pour que le processus de
production de PHA réussisse, deux pré-inocula sont nécessaires, mais le nombre de pré-inoculum peut
varier selon l'échelle expérimentale. Le premier pré-inoculum doit étre préparé par propagation de
bactéries productrices de PHA (par ex: C. necator) en milieu minéral contenant (par litre d'eau distillée)
20 g de glucose, 6,0 g d'hydrogénophosphate disodique dodécahydraté (Na:HPO4.12H,0) 2,4g de
phosphate de dihydrogéno- phosphate (KH2POs), 1,0 g de chlorure d'ammonium (NH4CI), 0,50 g de
sulfate de magnésium heptahydraté (MgSQs,7H20), chlorure de fer (lll) hexahydrate (FeCls.6H20) et
hexahydrate de chlorure de calcium (CaCl; ,6H20). Le premier pré-inoculum est maintenu a une
température spécifique, une agitation et pour une période de temps spécifique, selon les conditions
optimisées pour le microorganisme. La souche productrice de PHA (C.necator) est maintenue a une
agitation de 150 tours par minute (tr/min) a une température de 30° C pendant une période de 24 heures,
afin d'obtenir les cellules en croissance active. Apres cette période, 10% de volume de pré-inoculum est
transféré dans un deuxiéme pré-inoculum. Le second pré-inoculum est préparé en utilisant le méme
substrat de carbone, qui doit étre utilisé dans les milieux de production, c'est-a-dire le jus de pomme de
cajou. Le second pré-inoculum est généralement préparé a adapter les cellules microbiennes dans le
nouveau substrat et a diminuer la période de latence dans les milieux de production finaux. Avec le
substrat de carbone, d'autres minéraux et de I'azote sont également ajoutés afin d'obtenir une bonne
croissance microbienne et une production de PHA. De préférence, le second pré-inoculum est également
maintenu & 150 tr/min a 30° C pendant 24 h. Apres 24h, 10% de volume du second pré-inoculum sont
ajoutés aux milieux de production PHA finaux, qui ont généralement la méme composition que le second

pré-inoculum.

La concentration appropriée de sucres réducteurs est nécessaire pour obtenir la concentration maximale
de biomasse ou la croissance des cellules microbiennes et la production de PHA. La faible concentration
de substrat de carbone peut limiter la croissance microbienne, tandis qu'une concentration élevée de
sucres réducteurs ou de carbone peut provoquer linhibition du substrat. Dans la présente invention, la
concentration en sucres réducteurs a varié entre 5 et 35 g.L-1 et une concentration appropriée de sucres

réducteurs a été utilisée pour un procédé ultérieur.
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Le procédé de production de PHA dans la présente invention peut étre réalisé par traitement discontinu
ou semi continu. Le processus de fermentation alimentation semi discontinue assure la régulation de
I'alimentation nutritive appropriée dans le fermenteur pour éviter a la fois la limitation et I'inhibition du
substrat. Dans la présente invention, différentes stratégies d'alimentation dosée telles qu'une impulsion,
deux impulsions et une alimentation par étapes du jus de pomme de cajou ont été appliquées afin
d'obtenir une concentration élevée en biomasse et une production de PHA. L'alimentation pendant le
processus était basée sur la consommation de sucres réducteurs ou de substrat de carbone. La
température du fermenteur a été maintenue a 30° C en faisant circuler de I'eau a travers la double
enveloppe du fermenteur, tandis que le pH 6,8 a été maintenu en utilisant de I'acide sulfurique 4N et du
NaOH 4N. L'oxygéne dissous devrait normalement étre maintenu & environ 30% tout au long du

processus de fermentation.

La présente invention concerne également |'utilisation de différentes concentrations de minéraux et
d'azote dans la solution d'alimentation pendant le processus de fermentation discontinue alimentée, afin
de vérifier I'effet sur la croissance microbienne et la production de PHA. L'excés de source d'azote peut
modifier la voie métabolique de la cellule microbienne vers la production de biomasse au lieu de la

production de PHA.

La présente invention référe également au traitement thermique des cellules microbiennes & 95-121 ° C
pendant 30 minutes afin de tuer les cellules microbiennes de sorte qu'elles ne sont pas capables de
consommer le PHA accumulé aprés la fin de la fermentation. Le traitement thermique contribue

également a perturber la structure cellulaire en libérant le PHA au milieu extracellulaire.

La présente invention référe également a I'utilisation d'un surnageant pour récupérer des protéines apres
extraction de PHA a partir d'un bouillon fermenté traité thermiquement. Le surnageant est a la fois
composé de protéines extracellulaires et intracellulaires libérées a l'extérieur des cellules microbiennes
pendant le traitement thermique. Les protéines peuvent étre extraites en utilisant un traitement thermique

et encore par addition de carboxy méthylcellulose pour accélérer le processus de leur précipitation.
Les exemples suivants servent a illustrer I'invention mais sans en limiter la portée

Exemple 1 Détermination de la concentration appropriée en sucres réducteurs
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Le premier pré-inoculum a été préparé en inoculant des cellules de microorganismes producteurs de
PHA (pour ex: C.necator), des plaques de gélose dans le bouillon de milieu minéral contenant (par litre
d'eau distillée) 20 g de glucose, 6,0 g dhydrogene disodique Phosphate dodécahydraté
(Na2HPO4.12H20), 2,4 g de phosphate de dihydrogénate de potassium (KH2PQas), 1,0 g de chlorure
d'ammonium (NH4CI), 0,50 g de sulfate de magnésium heptahydraté (MgSQa, 7H20), chlorure de fer (lll)
hexahydraté (FeCls.6H20) et du chlorure de calcium hexahydraté (CaCl, 6H20). La solution de FeCI3,
6H20 et CaClp, 6H20 a été stérilisée par filtration a travers un filtre de polyéthersulfone (PES) de 0,2 pym.
Le glucose, le NH4Cl et le MgSOs, 7H20 ont été autoclavés séparément a 121 ° C pendant 15 min. Ces
solutions ont été mélangées de maniére aseptique aprés refroidissement. Le pH moyen a été maintenu a
6,8 et le pré-inoculum a été maintenu sous I'agitation de 150 tr/min pendant 24h a 30 ° C.

Aprés ce temps, 10% du pré-inoculum a été transféré dans des milieux de jus de pomme de cajou
(deuxiéme pré-inoculum) contenant une concentration variable de sucres réducteurs (5-40 g.L-1, méme
que les milieux de production). Une autre composition minérale était la méme que le premier milieu pré-
inoculum. Le second pré-inoculum a également été maintenu a 30 ° C pendant 24h et par la suite, 10%
de volume du second pré-inoculum ont été transférés dans 200 ml de milieu de production dans une fiole
Erlenmeyer 1L. La composition des milieux de production était la méme que le second milieu pré-
inoculum et la concentration en sucres réducteurs a varié de 5 a 40 g.L-1. L'incubation des supports de
production pour la production de PHA a été effectuée pendant 72 heures a 30 ° C et 150 tr / min. Les
échantillons provenant de la fermentation bactérienne ont été prélevés aprés 12h pour mesurer la
concentration de biomasse (g/L), la concentration de sucres réducteurs (g/L) et la teneur en PHA (%

m/m).

La concentration de sucre réducteur dans le jus de pomme de noix de cajou ainsi que lors de la
fermentation a été analysée en utilisant la méthode DNS (3, 5-dinitrosalicylique) (Miller 1959). La
concentration de la biosomére a été mesurée selon la méthode standard (APHA, 1998). Le PHA a été
mesuré en utilisant un procédé d'extraction standard de méthanol et de chloroforme (Comeau et al.,
1988) en utilisant de I'acide benzoique comme étalon interne. La concentration maximale de biomasse a
été obtenue en utilisant 25 g/L de concentration de sucre réductrice du jus de pomme de cajou, tandis
que la teneur maximale en PHA et la consommation élevée de sucres réducteurs ont été obtenues dans
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le cas de 21 g/L de sucres réducteurs (tableau 2). En outre, 20 g/L de concentration initiale en sucres

réducteurs a été utilisé dans le développement ultérieur du procéde.

Tableau 1. Détermination de la concentration appropriée en sucres réducteurs

Teneur Conc. PHA (g/L)
Conc. initial de sucres| Consom. sucres| Conc. biomasse PHA
réducteurs (g/L) réducteurs (%) (a/L)

(wt.%)
55 97.3 2.84 31.76 0.90
7 95.0 2.16 32.64 0.70
13 97.7 5.76 71.45 412
21 88.1 8.47 78.40 6.64
25 76.9 8.73 76.27 6.65
30 43.75 6.89 71.41 492
35 29.72 6.43 67.06 4.30

Exemple 2: Stratégie d’alimentation discontinue par cuvées a une impulsion et deux impulsions

Différentes stratégies d'alimentation ont été utilisées pour maximiser la concentration de biomasse et la
teneur en PHA. La production de PHA a été réalisée en utilisant deux fermenteurs de 5L avec un volume
de travail de 3L. Les deux fermenteurs ont été mis en mode d'alimentation a deux impulsions. Dans les
deux fermenteurs, les milieux de production ont été complétés par des minéraux. Cependant,
l'alimentation a été effectuée en utilisant uniquement du jus de pomme de cajou sans addition de

minéraux.

L'étude commence par la préparation du premier et du deuxiéme pré-inoculum. Le premier pré-inoculum
a été préparé en inoculant des cellules de microorganismes producteur de PHA (C.necator) a partir des

plaques de gélose des milieux minéraux dans le bouillon de milieu minéral contenant (par litre d'eau
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distillée) 20 g de glucose, 6,0 g d'hydrogénophosphate disodique dodécahydraté (Na;HPOs4 .12H:0), 2,4
g de phosphate de dihydrogénase et de potassium (KH2P04), 1,0 g de chlorure d'ammonium (NH4CI),
0,50 g de sulfate de magnésium heptahydraté (MgSQs, 7H20), chlorure de fer (lll) hexahydrate (FeCls,
6H20) et chlorure de caicium hexahydrate (CaCl2.6H20). La solution de FeCI3.6H20 et CaCl2.6H20 a
été stérilisée par filtration a travers un filtre de polyéthersulfone (PES) de 0,2 pm. Le glucose, le NH4CI et
le MgSO4, 7H,0 ont été autoclavés séparément a 121° C pendant 15 min. Et ces solutions ont été
mélangées de maniére aseptique aprés refroidissement. Le pH moyen a été maintenu a 6,8 et le pré-

inoculum a été maintenu sous agitation de 150 tr/min pendant 24h & 30° C.

Aprés ce temps, 10% du pré inoculum a été transféré dans 300 ml de milieux de jus de pomme de cajou
(deuxiéme pré-inoculum) contenant 15 g/L de concentration en sucres réducteurs. La composition de
I'autre milieu minéral était identique a celle du premier milieu pré-inoculum. Le deuxiéme pré-inoculum a
également été maintenu a 30 ° C pendant 24h et ensuite, le pré inoculum total a été transféré dans 2,7 L
de milieu de production dans le fermenteur de 5 L. La composition des médias de production comprend
20 g/L de concentration en sucres réducteurs avec des minéraux (g/L): 6,00 Na;HPO4,12H20, 2,4
KH2PO4, 1,00 NH4Cl, 0,50 MgS04,7H.0, 0,01 FeCls,6H20, 0,01 CaCl2,6H20. Le pH du milieu de
production a été maintenu a 6,8. La méme procédure a été suivie pour les deux fermenteurs. La
température a été maintenue a 30° C en faisant circuler de I'eau a travers la double enveloppe. Le pH de
la fermentation a été contrdlé automatiquement a 6,8 + 0,1 par des pompes péristaltiques controlées par
ordinateur en utilisant de l'acide sulfurique 4N et du NaOH 4N. Le DO et le pH ont été contrélés en
permanence au moyen d'une sonde polarographique a oxygéne dissous et d'un capteur de pH (Mettler-
Toledo, USA), respectivement.

Dans le premier fermenteur avec une stratégie d'alimentation en pouls, I'alimentation, c'est-a-dire les
sucres réducteurs ont été ajoutés une seule fois pendant toute la fermentation, tandis que dans le
deuxiéme fermenteur avec une stratégie d'alimentation a deux impulsions, I'alimentation, c'est-a-dire les
sucres réducteurs ont été ajoutés deux fois pendant la fermentation. Les échantillons des deux
fermenteurs ont été prélevés aprés 12h pour mesurer la concentration de biomasse (g/L), la

concentration de sucres réducteurs (g/L) et la teneur en PHA (% m/m).

La concentration de sucre réducteur pendant la fermentation a été analysée en utilisant la méthode DNS
(3, 5-dinitrosalicylic acid) (Miller 1959). La concentration de biomasse a été mesurée selon la méthode
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standard (APHA, 1998). Le PHA a été mesuré en utilisant un procédé d'extraction standard de méthanol
et de chloroforme (Comeau et al., 1988) en utilisant de I'acide benzoique comme étalon interne.

Dans les deux fermenteurs, on a réalisé approximativement la méme teneur en PHA ainsi que la
concentration de biomasse. La teneur en PHA était trés élevée, a savoir de 90 + 2%, alors qu'une faible
concentration en biomasse de 15 £ 0,3 g / L était obtenue. La faible concentration de biomasse pourrait
résulter du manque de teneur en azote et en minéraux dans la solution d'alimentation car seule la source

de carbone était fournie dans I'alimentation.

Exemple 3: Stratégie étape par étape d’alimentation discontinue par cuvées - effets des

concentrations élevées et faibles des minéraux et d’azote

La stratégie d'alimentation discontinue est essentielle pour contrdler la concentration du substrat & son
niveau optimal et pour atteindre une concentration maximale de cellules ou de biomasse ainsi qu'une
productivité élevée en biomasse. Dans cette étude, le jus de pomme de cajou a été complété par des
minéraux et une teneur en azote dans la solution d'alimentation. Cependant, la concentration de sucres

réducteurs, de minéraux et d'azote a été variée pour deux fermenteurs.

L'étude commence par la préparation du premier et du deuxiéme pré-inoculum. Le premier pré-inoculum
a été préparé en inoculant des cellules de C.necator des plaques de gélose des milieux minéraux dans le
bouillon de milieu minéral contenant (par litre d'eau distillée) 20 g de glucose, 6,0 g
d'hydrogénophosphate de disodium dodécahydraté (Na;HPOs,12H:0), 2,49 de phosphate de
dihydrogéne et de potassium (KH2POs), 1,0 g de chlorure d'ammonium (NH4Cl), 0,50 g de sulfate de
magnésium heptahydraté (MgSQs, 7H20), chlorure de fer (Il) hexahydrate (FeCls, 6H20) et de chlorure
de calcium hexahydraté (CaCl,, 6H20). La solution de (FeCI3, 6H20) et (CaClz, 6H20) a été stérilisee par
filtration & travers un filtre de polyéthersulfone (PES) de 0,2 pm. Le glucose, le NH4Cl et le (MgSOs,
7H20) ont été autoclavés séparément & 121°C pendant 15 min. Et ces solutions ont été mélangées de
maniére aseptique aprés refroidissement. Le pH moyen a été maintenu a 6,8 et le pré-inoculum a été
maintenu a l'agitation de 150 tr/min pendant 24h a 30 °C.

Apreés ce temps, 10% du pré inoculum a été transféré dans 300 ml de milieux de jus de pomme de cajou
(deuxiéme pré-inoculum) contenant 15 g/L de concentration de sucres réducteurs. L'autre composition de

milieu minéral était identique a celle du premier milieu pré-inoculum. Le deuxiéme pré-inoculum a
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également été maintenu a 30 °C pendant 24h et ensuite, le pré inoculum total a été transféré dans 2,7 L
de milieu de production dans un fermenteur de 5 L. La composition des milieux de production comprend
10 g/L de concentration en sucres réducteurs avec des minéraux (g/L): 6,00 (Na:HPO4, 12H20), 2,4
KH2PO4, 1,00 NH4Cl, 0,50 (MgSQs, 7H20), 0,01 (FeCls, 6H20), 0,01 (CaClz, 6H20). Le pH du milieu de
production a été maintenu a 6,8. La méme procédure a été suivie pour les deux fermenteurs. La
température a été maintenue a 30 °C en faisant circuler de l'eau & travers la veste. Le pH de la
fermentation a été controlé automatiquement a 6,8 £ 0,1 par des pompes péristaltiques pilotées par
ordinateur en utilisant de I'acide sulfurique 4N et du NaOH 4N. Le DO et le pH ont été surveillés en
permanence au moyen d'une sonde polarographique a oxygéne dissous et d'un capteur de pH (Mettler-
Toledo, USA), respectivement.

Dans le fermenteur A, ['alimentation a été effectuée en utilisant une concentration élevée de minéraux et
on a utilisé de l'azote, alors que dans le cas du fermenteur B, on utilisait une faible concentration de

minéraux et d'azote (tableau 3)

Tableau 3: Composition de la solution alimentant le bioréacteur lors de I'application de la

stratégie étape par étape d’alimentation discontinue par cuvées

Concentration

Constituants Fermenteur A | Fermenteur B
Sucre réducteurs (Cashew apple juice) (g/L) 20.0 15.00
NH4CI (g/L) 1.00 0.20
Na;HPOs. 12H20 (g/L) 6.00 0.50
KH2PO4 (g/L) 240 0.20
MgSO4:7H20 (g/L) 0.50 0.04
FeCl3.6H20 (mg/L) 10.0 0.80
CaCl2.6H20 (mg/L) 10.0 0.80
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Les échantillons des deux fermenteurs ont été prélevés apres 12h pour mesurer la concentration de
biomasse (g/L), la concentration de sucres réducteurs (g/L) et la teneur en PHA (% m/m). La
concentration de sucre réductrice pendant la fermentation a été analysée en utilisant la Méthode DNS
(acide 3, 5-dinitrosalicylique) (Miller, 1959). La concentration de biomasse a été mesurée selon la
méthode standard (APHA, 1998). Le PHA a été mesuré en utilisant un procédé d'extraction standard de
méthanol et de chloroforme (Comeau et al., 1988) en utilisant de l'acide benzoique comme étalon

interne.

Apres la fin de la fermentation, une concentration maximale et trés élevée en biomasse de 70,11 g/L a
été obtenue dans le fermenteur A avec une forte concentration de minéraux et d'azote, suivie de 42,39
g/L de concentration de biomasse dans le fermenteur B avec une faible concentration de minéraux et
d'azote. Cependant, la teneur en PHA dans le cas du fermenteur A, a augmenté jusqu'a 80% et a ensuite
commencé a diminuer et atteint 66% a la fin de la fermentation, tandis que la teneur en PHA dans le cas
du fermenteur B a augmenté jusqu'a la fin de la fermentation et a atteint 89%. La diminution de la teneur
en PHA aprés une période de temps spécifique est due a l'accumulation d'excés d'azote qui modifie la
voie métabolique du microorganisme vers la croissance de la biomasse au lieu de I'accumulation de
PHA.

Une concentration maximale de PHA de 46 g/L a été obtenue en cas d'alimentation avec une
concentration élevée de minéraux et d'azote, tandis que la concentration de 37,5 g/L de PHA a été
obtenue en cas d'alimentation avec une faible concentration de minéraux et d'azote. Un rendement
maximal et trés élevé en PHA de 0,88 g de PHA/g de substrat consommé a été obtenu dans le cas du
fermenteur, alimenté avec une faible concentration de minéraux et d'azote, tandis que le rendement en
PHA de 0,54 g de PHA/g de substrat consommé a été obtenu dans le cas de fermenteur avec une forte
concentration de minéraux et d'azote. Le rendement PHA obtenu de 0.88 g de PHA/g de substrat
consommé est le plus élevé observé en utilisant le jus de pomme de noix de cajou comme

substrat de carbone par rapport aux autres substrats de carbone rapportés tels que le glycérol
résiduel, le jus de fronde a huile et le saccharose (Mozumder et al ., 2014; Cavalheiro et al., 2009;

Ahmad et al., 2013).

Exemple 4 : Récupération des protéines a partir du surnageant
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La destruction de la lyse cellulaire qui se produit pendant la désactivation thermique et la lyse des
cellules contenant de I'APTH libérent également des protéines intracellulaires dans la solution. La
concentration en protéines, de maniére surprenante, dans la soupe de lysat était trés élevée (32-36 g/L).
Par conséquent, le surnageant recueilli aprés le traitement thermique lors de la centrifugation a été utilisé
pour l'extraction des protéines. Le pH du mélange a été abaissé a 3,5 en utilisant de I'acide sulfurique et
le surnageant a été chauffé pendant 20 minutes a 90 degrés celsius sous agitation constante & 250
tr/min. La récupération de 30% de protéines a été obtenue aprés un traitement thermique. Par la suite, le
bouillon a été refroidi a 50 degrés Celsius et le pH a été ajusté a 5,5 en utilisant du NaOH. On a ajouté de
la carboxy méthylcellulose (polymére CMC) pour accélérer le processus de précipitation des protéines.
Une CMC de 2,4% (p/v) a été ajoutée au bouillon et bien mélangée pendant 20 minutes. Aprés 20
minutes de réaction, le surnageant a été laissé pendant 8 h pour permettre I'obtention de précipités de

protéines par gravité. L'ensemble du procédé a permis de récupérer 77% des protéines du surnageant
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REVENDICATIONS

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA), caractérisé par
['utilisation du jus de pomme de cajou comme substrat de carbone en mode d'alimentation semi
discontinu et comprenant les étapes suivantes:

e) Préparation des milieux de production de PHA et inoculation de PHH produisant des
cellules microbiennes dans les milieux de production,

f) Détermination de la concentration appropriée en sucres réducteurs pour la concentration
maximale de biomasse et la production de PHA,

g) Utilisation d'une concentration appropriée en sucres réducteurs pour la fermentation
discontinue alimentée afin d'augmenter encore la concentration de biomasse et la teneur
en PHA,

h) Traitement thermique du bouillon fermenté aprés la production de PHA et récupération de
77% des protéines a partir du surnageant aprés extraction par PHA.

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de sucres réducteurs dans le jus de pomme de cajou
varie de 5 a 35 g/L.

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de chlorure d'ammonium dans le milieu de production de
jus de pomme de cajou varie entre 0,20 et 1 g/L.

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration d’'Hydrogene phosphate disodique décahydraté dans le
milieu de production de jus de pomme de cajou varie entre 0,5 et 6 g/L.

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de dihydrogénophosphate de potassium dans le milieu
de production de jus de pomme de cajou varie entre 0,20 et 2,40 g/L.

Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de sulfate de magnésium heptahydraté dans le milieu de
production de jus de pomme de cajou varie entre 0,04 et 0,5 g/L.
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7- Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de chlorure ferrique heptahydraté dans le milieu de
production de jus de pomme de cajou varie entre 0,8 et 10 mg/L.

8- Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la concentration de chlorure de calcium heptahydraté dans le milieu de
production de jus de pomme de cajou varie entre 0,8 et 10 mg/L.

9- Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon la revendication
1, caractérisé en ce que la fermentation est appliquée pendant un temps compris entre 90 et
192h.

10- Procédé de production de bioplastiques ou polyhydroxyalcanoates (PHA) selon les revendications
1,2 et 9, caractérisé en ce que la fermentation discontinue alimentée a I'aide de milieux de jus de
pomme de cajou maintenue avec une concentration réductrice de sucre de 20 g/L et une
concentration en azote de 0,20 g/L a donné un rendement PHA maximal de 0,88 g de substrat
PHA/g consommé.
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ABREGE DESCRIPTIF

Procédé de production de polyhydroxyalcanoates (PHA) a partir du jus de pomme de cajou

La présente invention décrit la biosynthése microbienne des bioplastiques (PHA) ou le procédé de
production de polyhydroxyalcanoates (PHA) par des microorganismes producteurs de PHA (par ex.
Cupriavidus necator) en utilisant le jus de pomme de noix de cajou comme substrat de carbone
renouvelable. Ladite invention a identifié et utilisé le substrat de carbone enrichis en éléments nutritifs

pour une production de PHA de haute pureté.

Ce processus implique la détermination d'une concentration appropriée de sucre réducteur pour la
croissance microbienne. L'invention décrit également une stratégie d’alimentation discontinue par cuvées
en utilisant le jus de pomme de cajou comme substrat de carbone et une variation des minéraux (azote et
phosphore) pour améliorer la concentration de biomasse et le rendement en PHA. La récupération
simultanée des protéines (a partir du surnageant) et son utilisation potentielle pour I'alimentation animale

rend le processus de production de PHA plus économique.
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PLANCHE 5/5
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Fig 6. Diagramme schématique de la récupération des protéines a partir du surnageant
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