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RESUME 

La transformation de produits céréaliers en matière première pour la fabrication de 
nouveaux matériaux plastiques pourrait contribuer à maintenir les activités de ce secteur agricole 
tout en offrant des solutions alternatives à l'utilisation des plastiques classiques. 

. En &tudiant l'hydrolyse de l'amidon de manioc, un nouveau procédC de biotransformation 
du glucose en acide L(+)lactique par des champignons filamenteux a Cté mis au point. La 
production d'acide L(+) lactique se réalise avec des bons rendements et avec une pureté élevee 
(Soccol, 1992). 

L'acide L-lactique a été polycondensé pour former des oligomères de poly(acide L- 
lactique), PLA100. Des oligomères racémiques (PLASO) ont été synthétisés parallèlement à 
partir d'acide DL-lactique. La dégradation de composés identifiés comme résidus d'hydrolyse 
chimique des polymères d'acide L-lactique de hautes masses (monomère, dimère et oligombres) 
(Li, 1989) a ét6 étudiCe en présence de deux microorganismes, un champignon filamenteux et 
une bactérie. Les résultats montrent que la vitesse de dégradation diminue quand la masse 
molaire augmente. 

Par ailleurs, la dégradation des oligomères.de PLASO a CtC étudiCC en cultures pures et 
mixtes de ces deux microorganismes. I1 a été constaté que la vitesse de dggradation devient plus 
importante lorsqu'ils sont uti1ist:s en co-culture. 
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INTRODUCTION 

La prise de conscience actuelle face aux problkmes de pollution et la n6cessité de prot6ger 
I'cnvironncment ont focalisé l'attention sur le devenir aprks usage des mat6riaux polymères 
appcl6s plus communkmcnt "plastiques". Ces polymkres, ulilisCs dans de nombreux secteurs de 
l'activité humaine, sont devenus indispensables. Le traitement des d6chcts qu'ils engendrent est 

devenu un problème de soci6tC tout autant que de protection de la vie. 
Diverses solutions sont actuellement envisag6es et mises en oeuvre: recyclage, 

incinération, pyrolyse, compostage, degradation chimique et biod6gradation (Vert, 1992). 
Apparemment, la seule qui pourrait régler ce problkme de façon radicale serait l'utilisation de 
matériaux "biodégradables" pouvant Etre rccycl6s totalement par l'intermédiaire de la nature, 
solution choisie par e l l e - m h e  pour les biopolymkres et les matCriaux vivanb. 

Nous présentons ici un exemple de recyclage par voie biologique de composés 
oligoinhres à base d'acide lactique en prenant comme point de depart l'amidon du manioc, étant 
entendu que la dégradation hydrolytique des polymères de haute masse conduit à des 

oligomkres par simple hydrolyse chimique. Ceci pourrait contribuer iì trouver une utilisation 
non alimentaire de l'amidon et permettre une réduction d u  volume de dCchets plastiques 
disseminés dans la nature. 

Biotransformation de l'amidon de manioc en acide L(+) lactique 

Un criblage de champignons filamenteux du genre Rhizopiis capables de se developper 
sur des grains de manioc a permis de sklectionner une souche de Rhizopiis arrliizus (Soccol, 
1992). Les conditions dlincubation de ce microorganisme ont CtC optirnisies au moyen du 
dispositif de fermentation en milieu solide décrit par Raimbault (1980). Elles ont été établies 
comme suit: grains de manioc cru humidifiCs à 50% avec un milieu m i n h l  de base, inoculés à 
raison de 2 x 107 spores par gramme de substrat sec et incubes 5 35°C pendant 48h. Il a été 
observé qu'à la fin de la culture il existe une accumulation de 18 grammes de glucose par 100 
grammes de manioc SCC. Cette transformcltion a Eté li& à une  production des enzymes amylases. 

Pour la production d'acide L(+) lactique, une  souche de Rhizopiis oryzae a été identifXe 
comme la plus performante (Soccol, 1992). En effet, en utilisant comme support solide la 
bagasse de canne à sucre à laquelle une solution nutritive i ì  base de glucose est absorbée, ce 
microorganisme s'est rCvélC capable de transformer 180 &/I de glucose cn 136 g/l d'acide 
lactique iì raison de 1,43 dVh.  Ceci avec une a h t i o n  de 20 mumin. 

Polymérisation de l'acide lactique 

L'acide lactique peut Etre polymCrisé par deux mithodes chimiques (Li, 1989): 
a) La polycondensation directe qui conduit à des polymkres de faibles masses molaires 

(oligomitrcs). 
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b) L'ouverture du  cycle dilactonique du  lactide, dimère cyclique d'acide lactique qui 

Les matCriaux polymères obtenus par la deuxième méthode peuvent trouver des 

Les polymkres de l'acide lactique (PLA) appartiennent à la famille des polyesters 

conduit iì des polyesters de masses molaires élevées. 

applications diverses: chirurgie des os, libhation prolongée de médiaments, emballages, etc... 

aliphatiques. La structure de base est la suivante: 

L'acide lactique existe sous deux formes enantiomériques L et D. Les unités de dpétition 
présentes dans les chaînes de PLA peuvent être également de configurations L et/ou D. Ceci 
permet d'aboutir à des polymères ayant des propriétés mécaniques, physiques et biologiques 
différentes et d'adapter ces propriCtés aux utilisations particulihxs par intermédiaire de la 
copolymérisatioii et de la stéréocopolymérisation. En effet, un polym2re à base de 100% 
d'unitb L (PLA100) est semicristallin alors que celui iì base d'un mélange racémique est 
amorphe (Li, 1989). 

Degradation hydrolytique d e s  polymères d'acide lactique 

Jusqu'à présent, la dégradation des polymères d'acide lactique est considérée comme 

a) BILAN hydrophylicité I hydrophobicité : l'hydrolyse est influencée par la capacité au 

b) Degré de cristallinité: il a été observé que la dégradation est plus importante dans les 

essentiellement hydrolytique. 

polymère à absorber l'eau. 

zones amorphes que dans les cristallines. 
c) Masse molaire: la dégradation des petites molécules est favorisée par rapport aux 

grandes. 
d) Structure chimique: les facteurs qui déterminent la capacité de ces polymères à être 

dCgradés sont: les types de liaisons des chaînes polymères, les groupements fonctionnels, leur 
position, leur réactivité, les groupes terminaux, etc ... 

Certains de ces facteurs sont également impliqués dans la dégradation enzymatique 
(Biodégradation) des polyesters sensibles aux enzymes tels que PCL, PHB, PHB/HV ... 
(Cooke, 1990). 
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Une etude de dégradation en milieux aqueux de plaques massives de PLA a mis en 

6vidence un phénomène d’autocatalyse interne (Li et al, 1990). Ce phénomkne rkpond aux 
caractéristiques chimiques mentionnées ci-dessus: aprits absorplion d’eau, les chaînes 
macromoliculaires des PLA sont susceptibles de se couper au niveau des liaisons ester avec une 
réduction de la masse molaire. 

L‘accumulation des groupes -COOH terminaux est plus importantc au centre de la plaque 
Ctant donné la difficult6 des chaînes h diffuscr vcrs le milieu extCrieur. Ceci dCclcnche un 
processus d’autocatalysc ayant comme rksultat des oligomitrcs qui peuvent diffuser lorsque 
leurs masses molaires sont suffisamment faibles pour qu’ils deviennent solubles dans l’eau. I1 
en résulte une coquille vide (PLA rackmiques) ou remplie d’oligomkres cristallisCs (PLAl00) 
qui se dkgradent beaucoup plus lentement. 

En fin de compte, l’hydrolyse des PLA de hautes masses conduit à des oligomères qui 
ensuite peuvent être dégradés jusqu’à l’unité monomère, l’acide lactique. 

DEGRADATION DES RESIDUS DE L’HYDROLYSE CHIMIQUE 
DU PLA PAR DES MICROORGANISMES 

Comme l’acide lactique est le produit ultime de la dkgradation hydrolytique des PLA, il a 
été utilisé pour sClectionner des souches de champignons filamenteux capables de l’utiliser 
comme unique source de carbone et d‘Energie (Torres et al, 1993). De ce criblage, une souche 
de Fiisarium moniliforme a été retenue. Par ailleurs, la bactCrie Pseudomonas piitida a été 

choisie en prenant compte de sa puissante capacite mCtabolique. Ces deux microorganismes ont 
CtC cultivés premikrement dans des milieux synthétiques respectivement à base du monom?re, iì 
base du dimkre e t  à base des oligomères d’acide L - lactique. Parall~lernent, une culture mixte 
dans un milieu 2 base des oligomères de PLA5O a CLC comparée avec les cultures pures de 
chaque microorganisme. 

Matériels et Méthodes 

Substrats 
Pour le monomère, une solution commerciale à 88% (Carlo Erba 304652) d’acide L- 

lactique a été utilisée. Le dimkre cyclique, le L-lactide, a Et6 fourni par Boehringer . I1 a été 
rCcristallisC dans l’acétone avant utilisation afin d ’ C h i n e r  les traces d’acide lactique 
éventuellement prbcnt. 

Les oligomgres de PLASO ont été obtenus aprks polycondensation d’une solution 
racémique d’acide lactique (Sigma L-1250) à 85%. L‘analyse par GPC donne une masse 

molaire moyenne de 2000 daltons et une polymoléculxité de 1,3 (phase mobile: dioxane iì 1 
m/min; dktection par refractomètre; 20 11 ! d’injection d‘une solution à 1% dans du dioxane; 
étalonnage par des solutions standards de polystyritne). Le produit obtenu prCscnte une forme 
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compacte transparente iì temperature ambiante et qui devient visqueux par effet de la chaleur. 
Pour faciliter leur manipulation, les oligomEres ont ét6 chauffgs avant utilisation. Afin de réduire 
au maximum la dégradation par ce pré-traitement, nous avons reparti au pkalable les oligomères 
dans plusieurs rkcipients de façon à ne pas r6chauffer le même lot de pro ¿-"c = 

Les oligomères de PLAlOO (masse molaire 1500; polymol6cularitC de 1,4 Cvaluée de la 
meme façon que pour les oligomhres d e  PLASO) ont Cté également obtenus par 
polycondensation d'une solulim d'acidc L-lactique. I1 s'est avéré necessaire d'Climiner les 
fractions de faibles masses molaires solubles dans le milieu de culture d'abord par dissolution 
dans l'acétone suivie d'une précipitation par le milieu lui-même. Le précipit6 obtenu a été séché 
sous vide, à température ambiante est une poudre blanche facilement manipulable. Elle a été 
broyée et tamisée avant usage. 

Ces produits ont été conservCs h l'abri de l'humidité et de la chaleur. 

Microorganismes 
La souche de Fusariiun mnoniliforma utilisk provient de la collection Orstom, Montpellier 

et celle de Pserrdonionaspiitida de la Collcction Tchkque de Microorganismes (CCM). 

Milieu de culture 
La composition du d i e u  utilisé est Ia suivante (g/l): 0,8 urée; 1,27 NaH2P04; 1,63 

KzHP04, 0,52 (NHd)H2P04; 0,5 glucose; 0,3 KCl; 0,3 MgS04. 1% de méthanol a ét6 

additionné au milieu afin de favoriser la solubilité des oligomEres. Le pH est de 6,6 avant 
autoclavage. Cette valeur unique a été considérée comme un compromis acceptable pour les 
croissances de la bactérie et du  champignon. Après stérilisation, une solution de vitamines et 
une solution d'oligoéléments dont les compositions ont été itahlies por Roussos (1982), ont ét6 
ajoutées 5 raison de 1 ml /1. Les substrats à dégrader (acide L-lactique, L-lactide, oligomères de 
PLAlOO et de PLASO) ont été additionnés à une concentration de 10 dl. Dans les cas du dimère 
et des oligomères, l'ajout dans le milieu a été effectué aprks autoclavage, afin d'éviter toute 
dégradation liée à la sensibilité de ces composés h l'hydrolyse. 

Conditions de culture 
Les cultures ont été réalisées sous agitation iì 150 tpm et h une temperature de 30"C, dans 

des erlenmeyers de 250 ml. Le taux d'inoculation a été fixé à 2.107 spores d e  F. moniliforme 
ou cellules de P. putida par gramme de substrat à dégrader. Pour la culture mixte, les deux 
microorganismes ont été inoculés au mtme taux. 

Evaluation de la disparition des différents substrats 
Dans le milieu h base du monomère et celui à base du  dimkre, la disparition au cours du 

tcmps de chacun a été évaluCe directement à partir du milieu de culiure aprbs simple filtration. 
Dans le cas des oligomères, l'acide lactique correspondant obtenu por hydrolyse alcaline (ajout 



254 

. .  . . .  . .  
. .  ~ 

. I  

de NaOH 5 N e t  réchauffement jusqu'i ébullition) de la totalit6 du contenu de I'erlenmeyer a été 
analysé pour différents temps de culture. Pour le dosage d'acide lactique et du dimkre, une 
colonne d'exclusion ionique (Shodex Ionpak KC-811) a ét6 utilisCe avec les conditions 
suivantes: acide phosphorique 0,l % comme phase mobile B 0,5 ml / min, une dCtection i 210 
nm et une injection de 20 pl. L'étalonnage d'acide lactique a Cte rCilisC avec des solutions 
standards d'acide L(+) lactique B 98% de pureti (Sigma) et celui du dimkre avec le L-lactide 
dicrit ci-dessus. 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Les figures 1 et 2 montrent le comportement de F. moniliforme et de P. p u t i d a  
respectivement, vis-à-vis du monomkre, du dimkre et des oligomkres d'acide L-lactique. Tout 
d'abord on observe que le monomkre cst consommi rapidement par les deux souches. Le 
dimkre est dCgradC plus lentement avec des vitesses dependantes du microorganisme. Le 
pourcentage initial du dimère n'est pas de 100 étant donnk que le cycle lactide n'est pas 
totalement ouvert en acide lactoyl-lactique au temps O d'inoculation. Enlin, les oligomkres ne 
sont qu'à 50% dégradks au bout de 25 jours de culture. I1 semble que le  d i m h e  e t  les 
oligomkres doivent être transformCs en monomkre pour CtreassimilCs. 

i 

I1 est difficile de determiner si ces microorganismes sont eux-m8mes capables de couper 
les chaînes polymères ou s'ils provoquent simplement un dCplacement d e  l'équilibre 
d'hydrolyse chimique vers la liberation du  monomlre consomm6 continuellement. 

Les cultures en présence des oligomkres racémiques PLA5O revklent que la dkgradation 
est accélkrée lorsque les deux microorganismes sont presents simultanCment (fig. 3). Ceci 
pourrait s'expliquer par un phknomlne de synergie entre eux. 

, 

' 

I I I I I 

Figure 1 : dégradation du monomkre, dimhe et oligomkres de l'acide L-lactique par 
F~isariiirn monoliform cultivC en milieu synth6tique agit5 a 30°C 
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Figure 2 : dlSgradation du monomère, dimère et oligomères de l'acide L-lactique par 
Pseiidoi?ionas piitida cultivée en milieu liquide agit6 à 30°C 
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Figure 3 : dégradation compatée des oligomkres ractmiques d'acide lactique, PLASO, par F. 
monolifor~ne et P. pirtida e t  par la culture mixte des deux. 

Nous avons Cgalement observ6 que, dans le cas des oligomkres d e  PLASO, P. putida 
provoque une homogént-isation du milieu, alors que dans les cultures de F. nionilifornie les 
oligomères restent au fond de l'erlenmeyer sous forme d'un amas blanc. I1 serait possible que la 
bactkne soit capable de synthétiser un compos6 Cmulsifiant qui permette cette homog6néisation. 
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U S l C  

La mise au point des techniques analytiques pour  IC suivi de la dkgradation d o u  d e  
Itassimilation des monomkre, dimkrc et oligomkrcs d'acide L-lactique a permis de mettre en 
dvidence le comportement des microorganismcs sClcctionnCs, cultivCs cn milieu liquide agit&. I1 
1 616 constaté que ces microorganismes sont capablcs d'assimiler ces composCs comme source 
de carbone. L'acide lactique est consomm6 rapidement tandis que la vitesse de disparition du 
dimère et des oligomères est plus faible. La degradation des oligomkrcs rxCmiqucs est accC1CtCe 
en culture mixte des microorganismes utilisks. 

Cependant, il est difficile de distinguer si 1' assimilation des petites chaînes est seulement 
due à une action microbiologique ou si elle est like en partie iì l'hydrolyse chimique. La 
dCgradation des PLA de hautes masses par des microorganismes sera CtudiCe ultCrieurcmcnt, 
ainsi que la possible existence d enzymes. 

Le présent travail montre qu'il est possible d'obtenir des matCriaux polymkrcs de synthkse 
à partir de composCs rkpandus dans la nature, tels que l'acide lactique, qui sont initialement 
dkgradés chimiquement et/ou biologiquement pour donner comme sous-produits des petites 
chaînes polymères ou des petites molicules assimilables par des microorganismes, assurant 
ainsi un recyclage biologique absolu. 
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