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INTRODUCTION GENERALE 
 

Le plastique est un terme générique communément utilisé pour désigner les matériaux 

polymères usuellement dérivés des produits pétrochimiques à partir de combustibles fossiles. 

L’utilisation de ces plastiques pétrosourcés est de plus en plus remise en question en raison 

de la raréfaction des ressources fossiles et des problèmes liés à l'accumulation de produits 

non biodégradables dans l'environnement. En réponse à cette problématique grandissante, le 

développement de polymères durables issus de ressources renouvelables, et qualifiés de 

« bioplastiques », a particulièrement suscité l’intérêt au cours des dernières décennies. Parmi 

eux, les polyhydroxyalcanoates (PHA) sont des biopolymères produits par de nombreuses 

bactéries comme réserve intracellulaire de carbone et d'énergie. Les PHA sont les seuls 

bioplastiques combinant à la fois les caractéristiques biosourcés, biodégradables et 

biocompatibles, ils présentent donc un intérêt majeur pour nos sociétés modernes. De plus, 

les PHA sont d’excellents candidats pour des applications dans le domaine biomédical où ils 

sont déjà utilisés en tant que support résorbable dans le cadre de l’ingénierie tissulaire 

(prothèses, valves cardiaques, stents…), la régénération tissulaire ou pour élaborer des 

systèmes de libération contrôlée de principes actifs et sont déjà commercialisés en tant que 

fils de suture résorbables. Parmi les différentes techniques d'imagerie, l'imagerie par 

résonance magnétique (IRM) est la technique la plus couramment étudiée et de nombreuses 

recherches ont été consacrées pour assurer à la fois le diagnostic, le suivi des maladies et le 

suivi postopératoire. Cependant, les biopolymères utilisés pour les applications biomédicales 

ne sont pas visualisables par IRM. De ce fait, l’association d’un agent de contraste à un 

biopolymère permet d’une part la visualisation des biomatériaux afin d’en assurer le suivi et 

l’implantation, son intégration tissulaire ainsi que pour suivre le processus de dégradation 

dans le cas de polymères résorbables. D’autre part, dans le cas d’administration ciblée de 

médicaments, l’association d’agents de contraste à la matrice de biopolymère apporte la 

possibilité de visualiser l’adressage au plus près des cellules cibles. Ce concept qui vise à 

développer des biomatériaux à double usage permet de coupler diagnostic et traitement est 

appelé « théranostique », contraction de thérapeutique et diagnostic. La mise en œuvre de 

nouveaux dispositifs médicaux à base de PHA associés à un agent de contraste visible en IRM 

constitue donc un concept tout à fait innovant.    
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Selon la longueur de la chaîne latérale, on distingue les PHA à courte chaîne (PHASCL) 

et les PHA à moyenne chaîne (PHAMCL). La structure du PHA dépend à la fois de la souche 

bactérienne qui le synthétise et de la source de carbone qui lui est fournie. Ainsi, dans 

certaines conditions de culture, il est possible d’induire l’incorporation de groupes 

fonctionnels au sein des chaînes latérales. Ceci permet d’envisager des fonctionnalisations 

chimiques, notamment des greffages de molécules actives. De tels PHAMCL n’étant pas 

disponibles commercialement, la production de PHAMCL de structure contrôlée est donc 

particulièrement intéressante.  

L’objectif principal de ce projet de thèse est l’étude des potentialités des PHA 

fonctionnalisables en association à des agents de contraste pour une application en Imagerie 

par Résonance Magnétique. 

Le premier chapitre de cette thèse sera consacré à une revue bibliographique dans 

laquelle nous présenterons les PHA, leur biosynthèse et leurs propriétés ainsi que les 

principaux domaines d’application dans lesquels ils sont utilisés. La technique de l’IRM sera 

également décrite ainsi que le développement de biomatériaux visibles par IRM.  

Dans le deuxième chapitre, nous avons cherché à produire une large gamme de PHAMCL 

insaturés à partir de la biodiversité bactérienne marine. La caractérisation physicochimique 

des PHA obtenus et l’optimisation des conditions de fermentation a permis la biosynthèse de 

PHA de structure contrôlée en vue de leur fonctionnalisation.  

A partir des PHAMCL insaturés ainsi produits, nous présenterons dans le troisième 

chapitre, la conception de PHA fluorés amphiphiles. Notre stratégie repose sur une utilisation 

successive de l'addition thiol-ène pour greffer des chaînes fluorées et des chaînes hydrophiles 

de poly(éthylène glycol). Des nanocapsules contenant un noyau liquide de bromure de 

perfluorooctyle détectables en IRM 19F ont ainsi été développées. 

Enfin, le quatrième chapitre porte sur la synthèse d’un copolymère fluoré par greffage 

de perfluorodécanethiol via une réaction thiol-ène. La caractérisation de la microstructure et 

la mesure du temps de relaxation transversale révèlent un potentiel prometteur pour 

l’utilisation de ces polymères comme revêtement de biomatériaux visibles par IRM 19F.   
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I.1 Le monde des bioplastiques 
 

Depuis leur apparition dans les années 1950, l’utilisation de matières plastiques n’a 

cessé de croitre. Leurs propriétés telles que leur légèreté, leur robustesse, leur résistance aux 

chocs, leur facilité de mise en œuvre en font des matériaux de choix pour la conception 

d’objets dans de nombreux domaines, au point qu’ils sont devenus incontournables dans 

notre quotidien. Néanmoins, ce qui représentait un des avantages principaux de résistance 

face à la dégradation chimique et biologique s’avère à l’heure actuelle un problème 

grandissant aux vues de leur durée de vie et de leur impact sur l’environnement. La production 

de matières plastiques a atteint en 2015 le taux record de 322 millions de tonnes, contre à 

peine 2 millions en 1950 1. Cette utilisation de plastique à grande échelle a conduit à 

l’apparition de deux problèmes majeurs : l’appauvrissement des ressources pétrolières 

nécessaires à la fabrication du plastique, induisant une diminution irréversible du stock 

terrestre en énergies fossiles, et la forte pollution engendrée par la production massive et le 

manque de recyclage de ces matériaux. Aujourd'hui, on estime qu'au moins 8 millions de 

tonnes de déchets plastiques finissent dans l'océan chaque année, conduisant à l’apparition 

d’un 7ème continent constitué de déchets d’origine humaine. L’association Cleanseas prévoit 

qu’en 2050, 99 % d'oiseaux marins auront déjà ingéré du plastique 2. Par ailleurs, plusieurs 

projections estiment que si rien n'est fait, il pourrait y avoir, cette année-là, plus de plastiques 

dans les océans que de poissons3. 

Les enjeux environnementaux auxquels l’homme est confronté en ce début de XXI 

siècle sont particulièrement importants. La prise de conscience à l’échelle mondiale du 

changement climatique et l’appauvrissement des ressources fossiles de notre planète 

représentent un défi majeur. Les gouvernements, les entreprises et les scientifiques 

encouragent la recherche d’alternatives au pétrole, plus respectueuses de l’environnement. 

Une solution évoquée dans ce manuscrit est le recours aux polymères biosourcés et / ou 

biodégradables.  Actuellement, les bioplastiques représentent seulement environ 1% des 

quelques 320 millions de tonnes de plastique produites chaque année.  
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La définition du terme bioplastique ne caractérise pas spécifiquement un type de 

polymère, il regroupe à la fois les polymères biosourcées et les polymères biodégradables. 

European Bioplastics les définit de la façon suivante : « les bioplastiques regroupent un grand 

nombre des matériaux biosourcés, biodégradables/compostables ou les deux ». La distinction 

entre les termes « bioplastique » ; « biopolymère » et « polymère biosourcé » pouvant être 

sujette à controverse, ces termes seront explicités au cours des paragraphes suivants.  

Les biopolymères peuvent être classés selon deux critères distincts : l’origine de la 

ressource à partir de laquelle ils sont produits et la gestion de fin de vie (notion de 

biodégradabilité) (Figure I.1). En fonction du critère de biodégradabilité et de l’origine des 

ressources utilisées pour leur production, les biopolymères peuvent être classés en trois 

groupes 4 : 

• Les polymères biodégradables issus de ressources renouvelables. 

• Les polymères biodégradables issus de ressources fossiles. 

• Les polymères non biodégradables issus de ressources renouvelables. 

 

 

Figure I.1 : Nature des différents plastiques selon leur provenance et leur fin de vie (source : 

European Bioplastics) PP : polypropylène, PET : polyéthylène téréphtalate, PA : polyamide, 
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PTT : polytriméthylène téréphtalate, PLA : Polyacide lactique, PHA : polyhydroxyalcanoate, 

PBS : polysuccinate de butyle, PE : polyéthylène, PBAT : polybutylène-adipate-co-

téréphtalate, PCL : polycaprolactone. 

 La confusion suscitée par l’utilisation du terme « bioplastique » vient en partie du fait 

qu’un polymère non biodégradable peut en effet être qualifié de « biopolymère » à partir du 

moment où il est issu (même partiellement) de matière renouvelable. Ils seront alors qualifiés 

de « biosourcés ».  Le sujet de cette étude étant les PHA, seuls quelques exemples de 

polymères non biodégradables issus partiellement ou en totalité de ressources renouvelables 

seront présentés ici à titre d’exemple.  

Parmi les polymères non biodégradables les plus utilisés, il existe les polyamides 

biosourcés, tels que le polyamide 11 commercialisé par ARKEMA et produit à partir d’huile de 

ricin (100% biosourcé) ou le polyamide 6/10, partiellement biosourcé, synthétisé à partir de 

l’acide sébacique obtenu à partir d’huile de ricin 5. Le développement de polyéthylène 

téréphtalate (PET) biosourcé et d’autres polyesters à partir de synthons biosourcés a déjà fait 

l’objet de plusieurs recherches 6. Il a également été possible de synthétiser du polychlorure 

de vinyle (PVC) biosourcé à partir d’éthylène dérivé du bioéthanol 6. 

Un matériau biodégradable doit pouvoir être dégradé sous l’action de 

microorganismes tel que défini par l’Agence De l’Environnement et de la Maitrise de l’Energie 

(ADEME) : «la biodégradabilité est la capacité intrinsèque d’un matériau à être dégradé par 

une attaque microbienne, pour simplifier progressivement sa structure et finalement se 

convertir facilement en eau, CO2 et/ou CH4 et une nouvelle biomasse ».  Il existe une grande 

variété de polymères biodégradables. Averous 7 propose de les classer selon leur mode de 

synthèse, l’origine et la nature de la matière première. Quatre catégories sont différenciées, 

dont les trois premières comportent les polymères issus de ressources renouvelables (Figure 

I.2) : 

- Les polymères issus de la biomasse, c’est-à-dire produit à partir d’agro-ressources : 

il s’agit d’une part de polysaccharides tels que l’amidon et ses dérivés, la cellulose, 

la chitine, et d’autre part des protéines d’origine animale ou végétale. 

- Les polymères produits par la fermentation de micro-organismes et obtenus par 

extraction : les polyhydroxyalcanoates. 
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- Les polymères synthétisés par voie conventionnelle, à partir de monomères issus de 

ressources renouvelables et/ou de biotechnologie : le poly(acide lactique). 

- Les polymères dont les monomères proviennent de ressources fossiles et sont 

obtenus par synthèse chimique classique tels que le poly(ε-caprolactone), les 

polyesteramides et les copolyesters aliphatiques (PBSA) ou aromatiques (PBAT). 

 

 

 

 

Figure I.2 : Classification des polymères biodégradables 7. 
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I.2 Les Polyhydroxyalcanoates 
 

I.2.1 Présentation des polyhydroxyalcanoates  

 

Les polyhydroxyalcanoates (PHA) ont été identifiés pour la première fois par Lemoigne 

en 1926, qui a observé la formation de granules intracellulaires chez les bactéries à Gram 

positif Bacillus megaterium, il s’agissait alors du poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB).  

Les PHA sont des polymères thermoplastiques naturels produits par de nombreux 

micro-organismes en réponse à un stress énergétique résultant d’un appauvrissement en 

éléments nécessaires à la croissance (tels que l’azote, le phosphore ou l’oxygène) et d’un excès 

simultané de carbone. Ils sont accumulés à l’intérieur de la cellule sous forme de granules et 

constituent une réserve d’énergie et de carbone 8. Ces polymères possèdent un carbone 

asymétrique sur leur chaîne principale, de configuration (R) ; ce sont donc des polymères 

isotactiques. Cette isotacticité, qui leur confère un caractère cristallin, est due à la 

stéréospécificité des enzymes responsables de leur biosynthèse (PHA polymérase); elle 

explique par ailleurs le caractère biodégradable de ces polymères, les enzymes dégradant les 

PHA (PHA dépolymérases) étant elles aussi stéréospécifiques.  

Selon les substrats carbonés et les microorganismes utilisés, différents types de 

copolymères peuvent être obtenus 9. La longueur des groupes alkyles (R) peut varier (Figure 

I.3), classifiant ainsi les PHA en trois catégories : 

- Les PHA à chaînes courtes : PHASCL (short chain length) si le groupe alkyle comporte 1 

ou 2 atomes de carbones. 

- Les PHA à moyennes chaînes : PHAMCL (medium chain length) si le groupe alkyle 

comporte entre 3 et 9 atomes. 

- Les PHA à chaînes longues : PHALCL (long chain length) pour des groupes alkyles de plus 

de 9 carbones.  
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Figure I.3 : Formule générale et nomenclature des P(3HA). 

Plus de 150 unités monomériques différentes constitutives des PHA ont été décrites à 

ce jour 10. La famille des PHA offre ainsi une grande variété de matériaux polymères aux 

propriétés variées, allant de plastiques durs et cristallins pour les PHASCL, aux élastomères pour 

les PHALCL. Malgré la grande diversité des PHA, les PHASCL demeurent les plus largement 

produits et étudiés. Le plus connu et le plus courant des PHASCL est le poly-3-hydroxybutyrate 

(P3HB) et est composé d’unités 3-hydroxybutyrate de configuration (R).  

 

I.2.2 Biosynthèse des polyhydroxyalcanoates 

 

La biosynthèse bactérienne des PHA s’effectue à partir d’une enzyme clé, la PHA synthase, 

ou protéine phaC. Cette enzyme catalyse la polymérisation des (R)-3-hydroxyacyl-CoenzymeA 

(thioesters Co-A) pour former des PHA. 

Chez les microorganismes bactériens, les PHA synthases sont rassemblées au sein 

d’opérons en présence d’autres gènes spécifiques impliqués dans la synthèse des PHA. Quatre 

grands types d’opérons ont été décrits qui définissent quatre classes de PHA synthases mises 

en jeu dans les principales voies métaboliques 11,12 (Figure I.4). 

La PHA synthase de classe I est représentée par la souche Cupriavidus necator 

(anciennement Ralstonia eutropha) et présente chez un grand nombre de Protéobactéries. 

Elle utilise préférentiellement les thioesters Co-A contenant 3 à 5 atomes de carbone, et est 

retrouvée principalement chez les producteurs de PHASCL. 
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La PHA synthase de type II, majoritairement retrouvée chez les bactéries du genre 

Pseudomonas, est codée par un agencement génétique composé de deux gènes 

correspondant aux 2 sous-unités de la PHA synthase (phaC1 et phaC2). La PHA de type II 

affiche une affinité spécifique pour les thioesters Co-A de 6 à 14 atomes de carbone et est 

donc présente chez les organismes producteurs de PHAMCL
11. 

Les PHA synthase de type III et IV correspondant aux modèles d’opérons III et IV, ont été 

décrites respectivement chez Allochromatium vinusum et Bacillus megaterium, et comme la 

PHA synthase de type I, elles sont impliquées dans la biosynthèse de PHASCL. 

 

 

Figure I.4 : Les opérons associés aux différentes classes de PHA synthases 11.   

phaC/C1/C2 : (gènes codant la) PHA synthase 

phaA : (gène codant la) β-cetothiolase  
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phaB : (gène codant la) acétoacétyl-coA-réductase NADPH dépendante 

phaZ : (gène codant la) PHA dépolymérase 

phaD/phaE/phaQ/phaR : (gènes codant les) protéines de régulation 

phaF/phaI/phaP : (gènes codant les) phasines 

phaJ : (gène codant la) enoyl-coA-hydratase 

 

Les voies de synthèse décrites précédemment ne sont pas les seules voies existantes. De 

nombreux travaux ont permis la description de voies de synthèse supplémentaires chez 

d’autres bactéries sauvages ou recombinantes 13,14 permettant la production de copolymères 

de structure variée.  

 

I.2.2.1 Biosynthèse des PHASCL 

 

Le schéma de biosynthèse des PHASCL est présenté Figure I.5. Cupriavidus necator  

synthétise du P3HB à partir de l’acétyl-CoenzymeA (acétyl-CoA) via une succession de trois 

réactions, catalysées par trois enzymes : la β-cétothiolase, l’acétoacétyl-CoA réductase et la 

PHA polymérase 15.  

 

Figure I.5 : Métabolisme du P3HB chez Cupriavidus necator. 1 : β-cétothiolase, 2 : 

acétoacétyl-CoA réductase, 3 : PHB polymérase. 

 

L’acétyl-CoA est un intermédiaire clé du métabolisme primaire, il est produit à la fois lors 

de l’oxydation des acides gras et des sucres.  Deux molécules d’acétyl-CoA sont condensées 

sous l’action de la β-cétothiolase, produisant l’acétoacétyl-CoA. Ensuite, la réductase, NADPH 

dépendante, réduit le carbonyle en alcool pour donner le (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. La PHB 
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polymérase, la dernière enzyme, catalyse les étapes successives de condensation des résidus 

3-hydroxybutyryl-CoA pour aboutir à la synthèse du P3HB. Cette enzyme est stéréospécifique 

et ne reconnaît que les (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Le P3HB peut ainsi être accumulé à partir 

de différents substrats comme le glucose, le méthanol, ou le dioxyde de carbone.  

 

I.2.2.2 Biosynthèse des PHAMCL 

 

Le métabolisme des PHAMCL constitue une déviation des voies métaboliques impliquant 

les acides gras. Selon le substrat présent dans le milieu de culture, le métabolisme anabolique 

(de novo) ou catabolique (β-oxydation) des acides gras est activé et la synthèse des PHAMCL 

utilise des intermédiaires métaboliques de ces deux voies. On distingue ainsi : 

- La dégradation des acides gras par β-oxydation, qui est la voie principale de 

biosynthèse des PHAMCL lorsque des acides gras sont utilisés comme substrats 

carbonés. 

- La biosynthèse de novo des acides gras qui est la voie principale lorsque les substrats 

sont des sucres 16. 
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Figure I.6 : Voies métaboliques de biosynthèse des PHAMCL. (CoA : Coenzyme A, ACP : Acyl 

Carrier Protein, 1 : Hydratases, 2 : Epimérases, 3 : Réductase, 4 ; Transacylases 13 

 

Le métabolisme de synthèse des PHAMCL à partir d’acides gras est directement associé 

au métabolisme catabolique des acides gras (β-oxydation) (cercle bleu, Figure I.6) 13,17. 

Plusieurs intermédiaires sont utilisés pour la synthèse des PHA (cercle vert, Figure I.6) via 

l’utilisation d’enzymes telles que des hydratases, des épimérases ou des réductases.  

• Lorsque l’acide gras (source de carbone) comporte 6 à 12 atomes de carbone, les 

PHAMCL formés comportent, dans la plupart des cas, des unités de répétition avec un nombre 

d’atomes de carbone égal à celui de la source de carbone ou comptant deux atomes de 

carbone en moins, correspondant à la libération d’un groupement acétyl-CoA à chaque cycle. 
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L’utilisation de mélanges d’acides gras, d’alcanes et d’alcènes comme source de carbones se 

traduit par la formation de PHA dont la composition est le plus souvent le reflet du ratio de 

chacun des composants du milieu de culture 18. Cependant, l’utilisation de n-alcanes ou de n-

alcènes comme substrat n’est possible que si la bactérie possède le plasmide OCT qui contient 

les gènes permettant l’oxydation des alcanes ou des alcènes en acides carboxyliques 19. 

Si la bactérie est cultivée sur un mélange d’octane et d’octène, le ratio de monomères 

présentant une insaturation est fonction de la quantité initiale d’octène. De plus, 

l’introduction dans le milieu de culture de différents alcanoates substitués en tant que co-

substrats (7-méthyloctanoate, 8-bromooctanoate, phénylundécènoate, cyanophénoxy- 

hexanoate) permet de synthétiser des polymères originaux du point de vue de leur 

composition 20,21. Cette facilité à incorporer directement des monomères « exotiques » 

explique en partie la diversité des copolymères de PHA générés par les bactéries.  

• Lorsque la source de carbone est composée de sucres, comme le glucose, le PHAMCL 

accumulé dans les bactéries est majoritairement composé de monomères constitués de 8 à 

10 atomes de carbone 22–24. Ces monomères dérivent de la biosynthèse de novo des acides 

gras (cercle rouge, Figure I.6). Les différentes étapes de la biosynthèse des acides gras se 

déroulent grâce à un complexe multi-enzymatique de grande taille, l’ACP (Acyl-Carrier-

Protein). A l’issue de cette suite de réactions, un dérivé (R)-3-hydroxyacyl- CoA quitte le site 

actif de l’ACP via une enzyme transacylase. Ce composé est ensuite polymérisé grâce à une 

PHA synthase (cercle vert, Figure I.6). La composition du PHA accumulé reflète la composition 

chimique des intermédiaires métaboliques de la biosynthèse des acides gras ainsi que l’affinité 

de la PHA synthase pour ces différents substrats.  

De nombreuses espèces de Pseudomonas utilisent les deux voies métaboliques, c’est 

par exemple le cas de Pseudomonas putida pour laquelle le cycle de la β-oxydation et la 

synthèse de novo des acides gras contribuent à la formation des substrats de la PHA synthase 

23,25. 
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I.2.2.3 Granules de PHA 

Les PHA sont accumulés in vivo sous la forme d’inclusions intracytoplasmiques de 0,1 à 0,5 

µm de diamètre (Figure I.7) 

 

Figure I.7 : Inclusions de PHBHV chez Azotobacter chroococcum observées en microscopie 

électronique à transmission 26. 

 

Les chaînes de PHA sont organisées en microfibrilles de 10-15 nm de diamètre qui 

s’enroulent pour former un granule de forme sphérique. Les granules de polymères sont 

constitués d’un cœur hydrophobe amorphe entouré d’une couche de phospholipides 

contenant des phasines 8 15, des polymérases, des dépolymérases 27 et des protéines 

régulatrices  (Figure I.8) 28. Les phasines sont des protéines non catalytiques qui permettent la 

formation et la stabilisation des granules hydrophobes dans un milieu hydrophile, tandis que 

les protéines régulatrices servent à la synthèse des granules de PHA.  

 

Figure I.8 : Schéma d’un granule de PHA 28. 
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I.2.2.4 Extraction des PHA 

 

La récupération des PHA à partir des bactéries peut être effectuée par extraction au 

solvant ou par digestion chimique. Cette première méthode nécessite un bon solvant pour les 

polymères, comme le dichlorométhane ou le chloroforme, tandis que la deuxième méthode 

utilise des produits chimiques qui dégradent la biomasse, tels que l'hypochlorite de sodium 

ou les enzymes hydrolytiques. Cette dernière induit cependant une dégradation simultanée 

des PHA avec diminution des poids moléculaires. 

L’extraction de PHA par dissolution dans des solvants chlorés était en fait le premier 

procédé de purification proposé dans l’étude pionnière de Lemoigne (1926). En tant que 

description générale de la procédure de purification, les cellules sont d'abord séparées de la 

biomasse par filtration ou centrifugation, puis, pour une meilleure extraction, l’eau est 

éliminée. Ensuite, l'extraction du polymère est effectuée avec du chlorure de méthylène, du 

chloroforme, du 1,2-dichloroéthane, du 1,1,2-trichloroéthane ou du 1,1,2,2-

tétrachloroéthane chlorés 29. L'utilisation de ces solvants favorise principalement l'extraction 

du polymère en raison de sa solubilité élevée alors que le reste de la matière biologique est 

peu soluble. Les résultats d'extraction peuvent être améliorés en travaillant à des 

températures élevées, parfois à des pressions élevées, ce qui favorise la solvatation du 

polymère tout en réduisant la viscosité des mélanges. Une fois que le polymère est dissous, il 

peut être purifié par précipitation dans des non solvants tels que des alcools, de l'eau ou 

même des éthers dans le cas des PHASCL 30 ou par évaporation de solvant 31. L'extraction par 

solvant est utilisée principalement en laboratoire mais rarement dans la production 

industrielle. Le principal avantage de cette méthode de récupération réside dans le fait que 

les processus de dégradation sont plutôt faibles, en particulier lorsque la purification a lieu à 

basse température, et que le niveau d'endotoxines présentes dans les polymères purifiés peut 

être réduit à des niveaux acceptables pour les applications biomédicales. Des purifications 

successives permettent d’augmenter la pureté du produit.  

Une méthode alternative à l’utilisation de solvants organiques concerne l’utilisation 

d’hypochlorite de sodium. Utilisée pendant 30 à 60 minutes, une solution aqueuse à 30% 
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d’hypochlorite de sodium induit la désorganisation de la membrane cellulaire et ainsi la 

libération des granules de PHA 32. Néanmoins, un traitement supérieur à 60 minutes entraine 

la dégradation des chaînes de polyester. Les granules obtenus sont ensuite précipités dans du 

méthanol ou de l’éthanol afin d’éliminer les lipides membranaires.  

L’extraction du polymère peut également se faire par traitement enzymatique, 

permettant la destruction de tous les composés cellulaires à l’exception du PHA 33. Ce procédé 

implique un traitement des cellules au lysozyme suivi d’une étape de sonication pour 

permettre la libération des granules de PHA. Les granules sont ensuite séparés des débris 

cellulaires par centrifugation à faible vitesse.  

 

I.2.3 Propriétés des Polyhydroxyalcanoates 

I.2.3.1 Biodégradation 

 

 Les PHA sont biodégradables c’est-à-dire qu’ils ont la capacité d’être dégradés sous 

l’action de microorganismes naturellement présents dans l’environnement. Ces 

microorganismes sont capables de secréter des enzymes (PHA dépolymérases, lipases, autres 

enzymes hydrolytiques) permettant de dégrader les PHA en oligomères et monomères qu’ils 

utilisent pour leur métabolisme, et en molécules de base (eau, CO2, CH4). On distingue 2 types 

de dégradation selon que le PHA est dégradé de manière extracellulaire par des enzymes 

n’appartenant pas à l’organisme producteur ; et la dégradation intracellulaire, lorsque cette 

dégradation se fait au sein des cellules productrices. 

1) Dégradation extracellulaire 

Lorsque les PHA se retrouvent dans l’environnement, leur biodégradation est réalisée 

par des microorganismes qui excrètent des PHA dépolymérases qui assurent la dégradation 

des PHA, ensuite utilisé par les microorganismes de l’environnement pour leur métabolisme. 

Le taux et la vitesse de dégradation des PHA dans l’environnement dépendent de nombreux 

facteurs dont la population microbienne, la température, le pH, et la nature du polymère. 
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Lorsque les PHA sont utilisés comme biomatériaux sous forme d’implants médicaux 

dans l’organisme humain, ils subissent une dégradation sous l’action d’enzymes de type 

lipases et d’autres enzymes hydrolytiques, qui vont hydrolyser les PHA et en libérer très 

progressivement les monomères dans l’organisme. L'attaque enzymatique dépend de divers 

facteurs comme la nature de la lipase 34, le pH de l'environnement physiologique 35, mais 

également des propriétés intrinsèques au PHA telles que la cristallinité et la longueur des 

chaînes latérales 36. Par exemple, le P(3HB) est moins favorable à la dégradation comparé au 

P(4HB) (poly(4-hydroxybutyrate))37 . Il a également été constaté que la dégradation 

enzymatique se produit par érosion de surface 38 et que la dégradation est beaucoup plus 

rapide dans la région amorphe de la chaîne polymère 39–41. Par ailleurs, la présence de 

comonomères au sein des PHA induit une diminution de la cristallinité globale 42 et favorise 

ainsi la biodégradation des PHA. Ainsi, pour un même degré de cristallinité, la dégradation des 

copolymères est généralement plus rapide que celles d’homopolymères. Il a été démontré 

que la morphologie de surface des PHA joue un rôle important dans les processus de 

biodégradation 43.  

2) Dégradation intracellulaire  

Les PHA sont produits par de nombreuses bactéries et accumulées au sein des cellules 

sous la forme de réserve de carbone et d’énergie. Selon les besoins cellulaires, les PHA 

peuvent être (re)mobilisés et dégradés grâce à l’intervention d’une PHA dépolymérase 

intracellulaire 44.  La PHA dépolymèrase est une enzyme intra-cytoplasmique située à la 

surface des granules de PHA. Son mécanisme d’action est illustré en figure I.9.  Dans un 

premier temps, le P3HB est dépolymérisé par la PHB dépolymérase en présence d’une 

hydrolase pour donner l’acide (R)-β-hydroxybutyrique. Cet acide est oxydé par la 

déshydrogénase pour former l’acide acétoacétique a son tour thioestérifié en acétoacétyl-

CoA. Ce dernier est ensuite dégradé en acétyl-CoA par la β-cétothiolase, enzyme de régulation 

impliquée à la fois dans la biosynthèse et la dégradation des PHA. En présence d’oxygène, 

l’acétyl-CoA ainsi produit peut entrer dans le cycle de l’acide citrique puis être oxydé en deux 

molécules de dioxyde de carbone. 
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Figure I.9 : Schéma de dégradation intracellulaire du P(3HB) 45. 
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I.2.3.2 Biocompatibilité 

 

La biocompatibilité est l’aptitude des matériaux à remplir une fonction donnée sans 

avoir d’effets indésirables dans un environnement biologique (dégradations, interférences…) 

dans lequel le matériau est utilisé 46. Le critère de biocompatibilité est essentiel pour tout 

matériau destiné à être utilisé dans des applications médicales. Cela s'applique aux 

biomatériaux, aux implants, aux dispositifs médicaux et aux prothèses. Comme le sang humain 

contient entre 3 et 10 mg par 100 mL d'acide 3-hydroxybutyrique (3HB) 47. On s'attend à ce 

que les implants ou les sutures fabriqués à partir de PHA contenant du P(3HB) ne déclenchent 

pas de réponse immunitaire dans l'organisme 48. De plus, une étude in vitro a confirmé la 

biocompatibilité élevée du P3HB pour une série de lignées cellulaires différentes 49,50. 

Sevastianov et ses collègues ont par ailleurs mesuré l'hémocompatibilité des PHA et ont 

démontré que le P3HB et le PHBHV étaient compatibles avec le sang et ne déclenchaient 

aucune réponse immunitaire 51. Le P3HB a été étudié pour l'ingénierie tissulaire et a démontré 

une bonne biocompatibilité avec plusieurs lignées cellulaires, telles que les fibroblastes, les 

chondroblastes ou les ostéoblastes 52. 

Les PHAMCL, généralement plus souples que les PHASCL, ont suscité l'intérêt en tant que 

candidats potentiels pour l'ingénierie des tissus mous. Bagdadi et al, ont observé une haute 

compatibilité des patchs cardiaques en PHO avec les myocytes ventriculaires néonataux de rat 

53. Des mélanges de PHASCL et PHAMCL ont été réalisés pour obtenir des matériaux aux 

propriétés intermédiaires. Par exemple, les mélanges PHASCL - PHAMCL, PHO/PHB, ont 

démontré un bon support de croissance et de prolifération des cellules endothéliales 

microvasculaires humaines (HMEC-1) 54 ainsi que des cellules neuronales NG108-15 55. Dans 

une autre étude, Qu ont rapporté le développement d'un dispositif de croissance cellulaire à 

base de PHBHHx revêtu de fibronectine et d'une fonctionnalisation de surface supplémentaire 

par traitement au plasma. Ces modifications ont conduit à une augmentation de 

l'attachement et de la prolifération des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine 

(HUVECs) ainsi que des cellules musculaires lisses isolées de l'aorte de lapin (RaSMCs) 56. 

Naveen et al. 2015 ont observé une bonne biocompatibilité des PHAMCL avec les cellules 

stromales mésenchymateuses57.  
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En raison de leur biocompatibilité élevée, les PHA sont des candidats prometteurs pour 

des applications médicales et pharmaceutiques, en tant que biomatériau pour l’ingénierie 

tissulaire (implants, sutures, prothèses) ou l’élaboration de systèmes micro/nanométriques 

destinés à l’encapsulation de molécules thérapeutiques et leur libération contrôlée dans 

l’organisme.  

 

I.2.3.3 Propriétés thermiques et mécaniques  

 

Le polyester le plus représentatif des PHASCL est le P3HB. C’est un polymère très 

cristallin dont les applications restent limitées du fait de sa rigidité et de son point de fusion 

élevé (Tm = 177 °C), trop proche de sa température de dégradation. Le module de Young et la 

résistance à la traction du P3HB sont respectivement de 3,5 GPa et de 40 MPa, ce qui en fait 

un bon candidat pour le remplacement du polypropylène. Cependant, l'allongement à la 

rupture du P3HB est de 7%, très inférieur à celui du polypropylène (400%).   

Les PHASCL ont une cristallinité élevée, jusqu’à 60%, qui peut être diminuée par 

copolymérisation58. Deux approches peuvent ainsi être envisagées pour améliorer les 

propriétés thermiques et mécaniques du P3HB : la diversification de la structure chimique par 

biosynthèse, par exemple l'insertion d'unités monomériques comme 3HV, ou par mélange 

physique avec d'autres polymères ou l’utilisation de plastifiants59,60 . L’effet de la composition 

monomérique sur les propriétés thermiques est rapporté dans le tableau I.1, et sur les 

propriétés mécaniques dans le tableau I.2. L’incorporation d’unités monomériques plus 

longues 3HV dans du P3HB produit un copolymère de type PHBHV, moins rigide et moins 

cassant, avec une température de transition vitreuse et une température de fusion réduites.  
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Tableau I.1 : Propriétés thermiques des PHA 61. (3HB : 3-hydroxybutyrate ; 3HO :3-

hydroxyoctanoate ; 3HV : 3-hydrovalérate ; 3HHx : 3-hydroxyhexanoate). 

 

 

Tableau I.2 : Propriétés mécaniques des PHA (E : module de Young, σ : resistance à la 

traction, ε : allongement à la rupture)62  

 

 

 Les PHAMCL sont des thermoplastiques élastomères présentant un faible taux de 

cristallinité en raison de leurs chaînes latérales plus longues. Ils présentent un point de fusion 

entre 40° et 65°C et une température de transition vitreuse comprise en -25°C et -40 °C, selon 
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la longueur de la chaîne latérale. L’élongation à la rupture et la résistance à la traction étant 

plus élevées que celles des PHASCL, les PHAMCL sont donc plus souples et plus élastiques. 

 

I.2.4 Applications des polyhydroxyalcanoates 

 

De par leur caractère biosourcé et biodégradable et des propriétés physico-chimiques 

proches de celles des plastiques synthétiques, les PHA constituent une alternative 

intéressante aux plastiques d’origine fossile et trouvent des applications dans de nombreux 

domaines. Parmi les différentes applications des PHA, les études sur l'utilisation des PHA en 

agriculture et dans l’emballage se développent malgré la limitation majeure que représente 

encore le coût de production des PHA.  

Par ailleurs, la biocompatibilité, la biodégradabilité et la non-toxicité des PHA les rendent 

particulièrement intéressants pour des applications dans le domaine médical, comme 

substitut résorbable dans le cadre de l’ingénierie tissulaire pour l’élaboration de systèmes de 

libération contrôlée de molécules destinés au traitement thérapeutique et /ou au diagnostic. 

 

I.2.4.1 Emballage 

 

L'utilisation des plastiques dans l'emballage est très répandue. L'emballage des 

produits alimentaires représente une part importante du marché de ces matériaux et 

nécessite une attention particulière. L’industrie de l’emballage exige des propriétés telles que 

la résistance à la traction, les propriétés barrières aux gaz, aux arômes, la résistance aux 

ultraviolets (UV) et à l’eau, conduisant ainsi aux problématiques liées à la fin de vie de ces 

emballages. Les PHA proposent une autre alternative liée à leur biodégradabilité. De plus, 

l’hydrophobie, la biodégradabilité et la large gamme de propriétés inhérentes aux PHA en font 

des candidats prometteurs face aux produits pétrosourcés présents sur le marché de 

l’emballage.  
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Les exigences spécifiques pour un emballage comprennent la protection contre la 

poussière, les contaminants, la stabilité alimentaire et la dégradation des produits63. Les PHA 

peuvent potentiellement répondre aux exigences en matière d'emballage alimentaire, en 

particulier en raison de leurs propriétés barrières aux gaz, notamment à l’O2, qui permettent 

d’envisager la conservation des aliments (sous atmosphère protectrice)4,64,65. Le faible 

coefficient de perméabilité à l'oxygène des PHA permet de maintenir une faible pression en 

oxygène à l'intérieur de l'emballage, retardant ainsi l'oxydation et prolongeant la conservation 

du produit. Les propriétés barrières du P3HB et du PHBHV vis-à-vis de l'eau et de l'oxygène 

sont légèrement supérieures à celles des PLA et potentiellement compétitives par rapport à 

celles des plastiques synthétiques couramment utilisés9,66,67. Concernant la perméabilité à la 

vapeur d'eau du P3HB et des copolymères PHBHV, les valeurs obtenues sont comparables à 

celles des plastiques traditionnels tels que le PET et le PVC68-70. 

Plusieurs études ont permis de démontrer de manière concrète l’intérêt des PHA pour 

l’emballage de produits alimentaires. Haugaard et al.71 ont montré que les emballages en 

P3HB et en PLA pouvaient être aussi efficaces que le PEHD classique pour le stockage de jus 

d’orange (aliments acides) et de vinaigrette (aliments gras) sous une lumière fluorescente ou 

à l’obscurité à 4°C pendant 10 semaines. Levkane et al.72 ont proposé l'utilisation de films 

d'emballage de P3HB et de PLA plastifiés pour la conservation sous vide d'échantillons de 

viande et de mayonnaise. Il a été démontré que la consistance des préparations était 

conservée avec un nombre de colonies microbiennes total réduit. Une structure multicouche 

constituée de PHBHV et de P3HB contenant de l’eugénol a également été produite73. Le 

système multicouche a révélé une adhésion entre les différentes couches, une résistance 

mécanique, une stabilité thermique ainsi que des propriétés barrière contre les vapeurs d'eau 

et d'arômes tout à fait satisfaisantes, auxquelles s’ajoutent des propriétés antibactériennes 

contre les souches bactériennes de S. aureus et E. coli, grâce à l’ajout d’eugénol. Enfin, 

Hermida et al.74 ont décrit la résistance du P3HB au rayonnement gamma (procédé utilisé pour 

la stérilisation des aliments ou des matériaux d'emballage), sans altération significative des 

propriétés du P3HB.  
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I.2.4.2 Agriculture 

 

Certaines pratiques agricoles entraînent la diffusion de micro-plastiques et la 

contamination progressive des sols75-78.  L'utilisation des PHA dans l'agriculture n'a été 

explorée que dans une mesure limitée, cependant quelques recherches ont été menées afin 

de mettre au point des matériaux respectueux de l’environnement dans le domaine de 

l’agriculture. Ces études ont révélé un potentiel prometteur quant à l’utilisation des PHA pour 

l’élaboration de films de protection des cultures. 

Le paillage aide à améliorer et à maintenir une bonne structure de sol, à contrôler la 

contamination et à réguler les mauvaises herbes. Le paillis de plastique est généralement 

constitué de polyéthylène haute densité (PEHD), de polyéthylène basse densité (PEBD) et de 

PEBD linéaire, qui ne se dégradent pas facilement dans l'environnement79,80. Le copolymère à 

base de PHA (PHBHHx) NodaxTM a été utilisé pour préparer à l’échelle commerciale du paillis 

agricole81.  

Les filets agricoles sont essentiels car ils garantissent le rendement et la qualité des 

cultures, les protègent des aléas météorologiques, oiseaux et insectes, ainsi que de la chaleur 

en favorisant la ventilation82-84.  La matière première couramment utilisée dans les filets 

agricoles commerciaux est le PEHD85. L'avantage majeur des filets biodégradables est leur 

compostabilité, qui permet de les enfouir directement dans le sol avec des matières 

organiques. Les sacs de culture à base de PHA ont également été utilisés pour les semis, la 

rétention d'eau et la régulation de la température86,87.  

Les nanomatériaux à base de PHA, en particulier les nanosphères, ont également 

trouvé une application en tant que nanoherbicide qui ont une génotoxicité inférieure et une 

biodégradabilité élevée, augmentant ainsi l'efficacité des herbicides88,89. 

Les PHA constituent une famille de candidats pertinents dans certaines applications 

agricoles aux vues de leurs propriétés physico-chimiques, et plus particulièrement de leur 

caractère biodégradable. Cependant le frein majeur à leur utilisation à grande échelle reste 

leur cout de production encore trop élevé pour pouvoir être développé de manière rentable. 

Le prix des sources de carbone influant significativement sur le coût final des PHA, l’attention 
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s’est portée récemment sur l’utilisation de co-produits industriels qui pourraient être utilisés 

comme substrats carbonés à bas coût et ainsi permettre de développer plus largement 

l’utilisation de ces polymères90,91. 

 

I.2.4.3 Domaine biomédical 

 

Les PHA sont largement utilisés dans le domaine des applications biomédicales et ont fait 

l’objet de plusieurs revues15,37,48,92-95. Ils ont par exemple été utilisés pour élaborer des 

dispositifs tels que des pansements, des dispositifs cardiovasculaires, des supports pour la 

croissance cellulaire, des dispositifs de réparation des tendons, des stents, des broches 

orthopédiques96, des patchs cardiovasculaires, des dispositifs de réparation des nerfs et des 

sutures97. Nous nous limiterons ici à l’utilisation des PHA dans le domaine de l’ingénierie 

tissulaire et de la libération contrôlée de principes actifs. 

 

- Ingénierie tissulaire 

 

En raison de leur polyvalence, les PHA constituent une alternative intéressante pour 

l'ingénierie de différents tissus, et ils ont été exploités comme support résorbable pour 

réparer le cartilage, les os, la peau, les tissus cardiovasculaires98.  

L'ingénierie tissulaire cardiaque est une application médicale pour laquelle les PHAMCL ont 

démontré des propriétés intéressantes en raison de leur nature élastomérique et de leur 

potentiel d'intégration au réseau myocardique, en plus de la possibilité de les conjuguer à des 

molécules bioactives98. Les greffons vasculaires issus de l'ingénierie tissulaire ont remplacé 

avec succès les vaisseaux endommagés et constituent un autre domaine d'application des 

PHA, qui ont été utilisés pour la fabrication de support de croissance cellulaire de valves 

cardiaques99. Une autre étude a utilisé du P3HB pour imprégner la surface d’une matrice 

tissulaire aortique de porc, afin de développer une valve cardiaque capable de résister à la 

coagulation plasmatique et à la calcification100   (Figure I.10a).  
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Figure I.10 : a) Valve cardiaque à base de P3HB100 b) Image de nanofibres régénératives à 
base de PHBHV par MEB101 

 

 

Le P3HB a été complexé avec de l'hydroxyapatite pour le développement de supports 

poreux utilisés pour la régénération des tissus osseux102.  L’hydroxyapatite est un constituant 

de la matrice osseuse fréquemment utilisé pour la confection de biomatériaux. Le mélange de 

P3HB et d’hydroxyapatite a permis la croissance et la prolifération optimales d’ostéoblastes 

de moelle osseuse103 et a favorisé la régénération osseuse dans plusieurs études104,105. Ce 

mélange a également été utilisé pour améliorer la stabilité mécanique des hydrogels, qui sont 

couramment utilisés pour interconnecter la structure poreuse des supports de croissance 

cellulaire106. Les nanofibres de PHA ont permis une augmentation de la croissance cellulaire 

et un taux de biominéralisation élevé avec une bonne différenciation ostéoblastique107,108. Des 

supports pour la régénération osseuse ont été élaborés par un procédé d’électrospinning à 

partir de PHBHV et ont démontré des capacités de prolifération et différenciation cellulaire 

prometteuses101 (Figure I.10b).  Des échafaudages de régénération du cartilage ont également 

été fabriqués à l'aide d'un mélange de P3HB, de chitosan et de nanofibres d'alumine, qui se 

sont avérés efficaces pour la multiplication des chondrocytes109. La réparation in vivo de 

cartilage a été étudiée en comparant l’utilisation de matrices à base de PHBHV à un mélange 

collagène / phosphate de calcium. Il s’est avéré que les matrices de PHBHV ont favorisé la 

formation précoce de tissus cartilagineux et ont permis une meilleure régénération tissulaire 

qu’avec le mélange collagène / phosphate de calcium110. Enfin, des supports conçus à partir 

de PHBHV ont permis l’amélioration de la prolifération cellulaire de l'épithélium cornéen111.  
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- Systèmes de libération contrôlée de principes actifs. 

 

L’efficacité de l’administration de principes actifs dans le corps humain peut être limitée 

par la stabilité, la solubilité, la toxicité et la distribution non ciblée de ces principes actifs. 

L’élaboration de systèmes de libération contrôlée permet d’encapsuler le principe actif et 

ainsi le protéger de la dégradation et du milieu environnant ; et de le cibler afin qu’il soit 

distribué en quantité efficace sur son site d’action112. Les PHA ont d’ores et déjà été utilisés 

pour l’élaboration de systèmes de libération contrôlée de molécules thérapeutiques sous 

forme de particules micro ou nanométriques, ou sous forme d’implants. 

Des antibiotiques, tels que la tétracycline, ont été piégés dans des microsphères de PHA, 

et utilisés pour lutter contre des maladies liées à une infection microbienne107. Un système de 

nanocapsules permettant une administration ciblée de médicaments jusqu’aux cellules 

tumorales a été développé à partir de l'activité catalytique de la PHA synthase. Les 

nanoparticules ont été fonctionnalisées avec des ligands tumoraux et ont montré une affinité 

spécifique pour les cellules du cancer du sein115.  Ainsi, les microsphères et les nanoparticules 

de PHA pour l'encapsulation et la délivrance de composés thérapeutiques ont été largement 

explorées, l’avantage principal des nanoparticules à base de PHA est leur capacité à 

encapsuler des principes actifs hydrophobes et hautement toxiques108,116,117. L'efficacité 

anticarcinogène de l'ellipticine a été augmentée après encapsulation dans des nanoparticules 

de PHBHV118.  L’administration de nanoparticules composées de P3HB4HB couplées à du 

méthoxypolyéthylène glycol pour la libération ciblée et contrôlée de cisplatine a abouti à une 

accumulation plus importante de cet agent chimiothérapeutique par rapport au médicament 

libre, ainsi qu'une nette réduction de la croissance des cellules tumorales et de 

l'apoptose117,119. Des molécules utilisées pour le traitement de l’ostéoporose ont également 

été encapsulées au sein de microsphères de PHBHV (Figure I.11). Ce système particulaire a 

permis la libération constante du principe actif, l’alendronate, sur une période de 26 jours120.  

Récemment, des systèmes hybrides PHA-MOF ont été développés en tant que nouvelle 

génération de vecteurs pour la libération contrôlée de médicament. Les MOF enrobés de PHA 

fonctionnalisés se sont avérés stables dans les fluides aqueux et physiologiques. Des tests de 

prolifération cellulaire et de cytotoxicité n'ont révélé aucun effet secondaire cytotoxique121.  
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Figure I.11 : A) et B) : microsphères de PHBHV/HA-AL (30%HA) ; C) et D) microsphères de 

PHBHV/HA-AL (50%HA) ;F) microsphères de PHBHV pur. (Images en microscopie 

électronique à balayage. A, C et E : x200 ; B, d et F : x1000). HA : hydroxyapatite ; AL : 

alendronate120. 

 

Les PHA peuvent également être utilisés sous forme d’implants pour le relargage de 

principe actif. Un antibiotique a été intégré dans des bâtonnets de PHBHV (22%HV) qui ont 

été implantés dans le tibia d’un lapin infecté par Staphyloccocus aureus. Le relargage complet 

du principe actif a été démontré après une semaine ; le temps de relargage a été augmenté à 

2 semaines en effectuant un revêtement des bâtonnets incorporant le principe actif avec du 

PHBHV. Il a par ailleurs été montré que l’infection était réduite au 15ème jour d’implant et 

que la guérison était complète après un mois (Figure I.12a). Des endoprothèses métalliques 

ont été recouvertes par du PHBHV, PHO, PHO-COOH et PHBHV-b-PLA contenant un 

immunosuppresseur, le sirolimus122. Le principe actif a été relargué à plus de 80% en quelques 

heures sauf pour le copolymère PHBHV-b-PLA où l’effet a été moins prononcé. Cependant, il 

a été montré qu’en rajoutant une couche de PHBHV ne contenant pas de principe actif, sa 

libération est fortement ralentie 122 (figure I.12b).  

Enfin, des gels à base de PHO greffé avec du monoacrylate de poly(éthylene glycol) 

(PEGMA-g-PHO) ont été utilisés pour étudier le relargage d’ibuprofène123. Il a été montré que 
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le taux de greffage du PEGMA influençait la cinétique de relargage. La cristallinité élevée des 

PHASCL engendre un relargage rapide alors que le système à base d’un PHAMCL, le PHO, permet 

une libération constante d’ibuprofène en 9 jours. 

 

 

Figure I.12 : a. Implant antibiotique à base de PHBHV124 b. Image de stent enrobé de PHA122. 
 

 

I.2.5 Biomatériaux et principe de théranostique 

 

Au cours des dernières années, la recherche de nouveaux matériaux destinés aux 

applications médicales s’est fortement accentuée. On désigne comme biomatériau tout 

matériau d’origine naturelle ou synthétique qui entre en contact avec les tissus, le sang ou les 

liquides biologiques et qui est utilisé dans les applications prothétiques, diagnostiques, 

thérapeutiques ou de stockage, sans nuire à l’organisme vivant et à ses composantes125. 

Les biomatériaux peuvent être naturels ou synthétisés en laboratoire, à partir de 

matériaux métalliques, céramiques, composites, ou polymères, et sont souvent conçus pour 

soutenir la croissance cellulaire et la reconstruction tissulaire126.  

La visualisation de ces biomatériaux au sein de l’organisme constitue un enjeu majeur dans 

le suivi thérapeutique afin d’obtenir des informations quant à la localisation et l’implantation 
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du biomatériau, son intégration tissulaire ainsi que pour suivre le processus de dégradation 

dans le cas d’implants résorbables.  

Appliquée à l’administration ciblée de médicaments, en particulier pour la délivrance 

ciblée d’anticancéreux, la possibilité de visualiser l’adressage du traitement, sa libération au 

plus près des cellules tumorales, et de suivre l’effet du traitement localement afin de 

l’adapter, constitue une réelle avancée médicale. Ce concept qui vise à développer des 

biomatériaux à double usage permettent de coupler diagnostique et traitement est appelé 

« theranostique », contraction de thérapie et diagnostic. La théranostique constitue une 

nouvelle discipline médicale qui permet d’étudier le comportement spécifique d’une tumeur 

afin de définir le traitement le plus adapté. Elle s’inscrit dans la lignée de la médecine dite 

« personnalisée », ainsi elle peut faire appel à l’utilisation de nanoparticules ou de 

nanomédicaments qui iront agir directement sur leur zone cible.  

L'aspect diagnostic de la théranostique repose principalement sur des mécanismes 

d'imagerie utilisant différents agents de contraste, véhiculé par des nanoparticules, afin de 

permettre la visualisation précise et l’évolution de la zone à traiter.  

Parmi les différentes techniques d’imagerie médicale, l’IRM est probablement la plus 

intéressante pour un tel suivi car elle est non invasive, n’utilise aucun rayonnement et ne 

présente aucun danger pour la santé du patient. Par ailleurs l’IRM est une technique 

hautement résolutive qui permet de détecter des images de grandes qualités sous différentes 

profondeurs de tissus127. 

Malgré les atouts de cette technique, l’utilisation de l’IRM pour la visualisation d’implants 

prothétiques reste très limitée du fait de la composition des biomatériaux qui sont 

invisibles/transparents en IRM, et il convient de développer de nouveaux biomatériaux 

visibles en IRM.  
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I.3 Les biomatériaux visibles en Imagerie par Résonnance 

Magnétique  

 

I.3.1 Principe de l’IRM 

 

La découverte du concept de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) en 1946 par 

Bloch et Purcell (Prix Nobel en 1952) a permis le développement d’une nouvelle technique 

d’imagerie permettant d’obtenir des images anatomiques en trois dimensions. Depuis sa 

première utilisation en imagerie médicale en 1978 128, la technique de l’Imagerie par 

Résonance Magnétique (IRM) est devenue maintenant incontournable. L’IRM est une 

technique d’imagerie médicale non invasive permettant d’avoir une vue 2D ou 3D de tout ou 

partie du corps. Elle permet d’obtenir des images anatomiques de tissus mous sans limitation 

d’exploration en profondeur et avec une bonne résolution spatiale, et ceci sans irradiation.  

L’IRM et la RMN reposent sur le même phénomène quantique observé pour certains 

noyaux atomiques à spin nucléaire non nuls. Le spin nucléaire est une caractéristique 

quantique intrinsèque du noyau qui peut prendre des valeurs entières ou demi-entières : 0, 1 

ou 1/2 pour les noyaux les plus courants. L’hydrogène (noyau étudié dans la majorité des 

examens d’IRM car extrêmement abondant dans le corps humain) et le fluor possèdent un 

spin de 1/2. En l’absence de champ magnétique externe, l’orientation des moments 

magnétiques 
→
µ    au sein d’un échantillon est aléatoire et isotrope, c’est-à-dire qu’il présente 

des propriétés similaires quelle que soit sa direction (Figure I.13A). La somme de ces moments 

magnétiques correspond à une aimantation nulle à l’échelle macroscopique. 
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Figure I.13 : Orientation des moments magnétiques en absence (A) et en présence (B) de 

champ magnétique externe. 

En présence d’un champ magnétique uniforme 
→
B0  dirigé arbitrairement selon un axe 

z, les moments magnétiques vont s’orienter dans les directions parallèles ou antiparallèles au 

champ (Figure I.13B), correspondant respectivement aux états énergétiques fondamental et 

excité. Les noyaux vont alors se distribuer sur deux niveaux d’énergie : spin +1/2 et spin -1/2 

(Figure I.14). La répartition des moments magnétiques sur les deux niveaux d’énergie n’étant 

pas symétrique, il en résulte une aimantation totale non nulle 
→
M0 .  

 

Figure I.14 : a) Orientation des moments magnétiques placés dans un champ 

magnétique 
→
B0  . b) Distribution des niveaux d’énergie 

 

Un champ magnétique variable (
→
B1 ), perpendiculaire à 

→
B0  , est ensuite appliqué de 

façon transitoire sous la forme d’une impulsion électromagnétique radio fréquence. 

L’aimantation 
→
M0  est alors écartée de sa position d’équilibre pour entrer dans un mouvement 

de précession autour de  
→
B0  (Figure I. 15A).  
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À la fin de l’impulsion radio fréquence, le retour de l’aimantation à sa position 

d’équilibre (Figure I.15B), appelée relaxation, se réalise selon deux temps caractéristiques, T1 : 

relaxation longitudinale et T2 : relaxation transversale. 

 

  

Figure I.15 : A) Bascule de l'aimantation après application d'un champ magnétique 
→
B1 .         

B) Relaxation de l'aimantation selon z : longitudinale et dans le plan xy : transversale. 

 

Les temps de relaxation T1 et T2 dépendent de nombreux paramètres tels que la 

mobilité, l’environnement des protons de l’eau, la température et la viscosité du milieu.  Dans 

les tissus biologiques, la perte du signal transversal est toujours plus rapide que le retour à 

l’équilibre de l’aimantation longitudinale. En effet, le temps de relaxation transversale T2 est 

plus court que le temps de relaxation longitudinale T1. En fonction de leur nature, les tissus et 

organes du corps humain sont caractérisés par des temps de relaxation différents. Cette 

différence est à l’origine des différents niveaux de gris observables dans les images IRM, 

permettant de distinguer chaque type de tissus et de leurs éventuelles altérations (tumeurs). 
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I.3.1.1 Agents de contraste utilisé en IRM 

 

Les temps de relaxation T1 et T2 dépendent de nombreux paramètres. Parfois le contraste 

intrinsèque des tissus n’est pas suffisant pour observer des variations sensibles. Le choix de la 

séquence (écho de spin ou écho de gradient) ainsi que la pondération des temps de relaxation 

peuvent permettre d’augmenter ce contraste. Cependant, dans la plupart des cas ces 

paramètres sont insuffisants et l’utilisation d’agents de contraste s’avère indispensable. 

L’injection d’agents de contraste a pour but d’augmenter les vitesses de relaxation (1/T1 et 

1/T2) des protons des molécules d’eau, c’est-à-dire de raccourcir le temps pendant lequel les 

spins de ces protons regagnent leur état initial après excitation par l’onde de radiofréquence. 

Ce phénomène permet donc d’augmenter le contraste du signal observé par IRM. Il est 

intéressant de préciser que ce n’est pas l’agent de contraste qui est visualisé en IRM mais bien 

son influence sur la relaxation des protons de l’eau situés dans l’environnement proche de 

l’agent de contraste. Il existe deux grandes familles d’agents de contraste : les agents de 

contraste positifs ou agents T1, et les agents de contraste négatifs ou T2. 

 

- Les agents de contraste positifs « T1 » induisent une augmentation du signal. Ils 

diminuent à la fois les temps de relaxation T1 et T2 mais ils ont une plus forte influence 

sur le temps de relaxation longitudinale (T1). 

- Les agents de contraste négatifs « T2 » induisent une diminution de l’intensité du 

signal en agissant préférentiellement sur le temps de relaxation transversale (T2). 

 

Les agents de contraste négatifs sont composés d’éléments superparamagnétiques 

comme les particules d’oxyde de fer. Elles sont composées d’un cœur cristallin d’oxydes de 

fer enrobés d’une matrice de dextrane ou de siloxane pour empêcher leur agrégation et ainsi 

les stabiliser dans les milieux biologiques129. La taille de la particule détermine sa relaxivité 

(vitesse de relaxation normalisée par la concentration de l’agent de contraste). Il existe trois 

grandes familles de particules d’oxydes de fer, classées selon leur taille : 
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- Les USPIO (Ultra-Small SuperParamagnetic Iron Oxide) dont le diamètre est inférieur à 

50 nm, 

- Les SPIO (SuperParamagnetic Iron Oxide) dont le diamètre est compris entre 50 nm et 

1 µm, 

- MION (Micro Iron Oxide Nanoparticule) dont le diamètre est de l’ordre du micromètre. 

La toxicité du fer contenu dans ces nanoparticules, utilisées pour un usage diagnostique 

ponctuel, est considérée comme négligeable car celui-ci est éliminé via le cycle du fer 

endogène130.  

 

Les agents de contraste positifs sont composés d’atomes paramagnétiques, c’est-à-

dire d’éléments comportant un moment magnétique élevé du fait de leurs électrons non 

appariés. Ils ont pour effet de raccourcir le temps de relaxation T1 du proton. Plus leur 

concentration et leur relaxivité sont importantes, plus les zones où se retrouvent ces agents 

apparaissent claires sur l’image IRM.  C’est le cas entre autres du manganèse, du fer et du 

dysprosium mais le gadolinium reste l’élément le plus utilisé. En effet ses sept électrons non 

appariés lui confèrent un moment magnétique élevé et son état électronique symétrique lui 

confère également un temps de relaxation plus long que les autres éléments de la famille des 

lanthanides (10-8, 10-9 s). L’ion gadolinium (Gd3+) est utilisé depuis les années 1980 pour la 

formulation d’agents de contraste131. Sous sa forme ionique libre, le Gd3+ est potentiellement 

toxique car il est antagoniste de l’ion calcium (Ca2+) et entre donc en compétition avec ses 

récepteurs biologiques. Cependant, sa toxicité est considérablement diminuée lorsqu’il est 

chélaté au sein de molécules, linéaires ou macrocycliques. Parmi les nombreuses architectures 

des ligands, neuf chélates de Gd3+ ont été développés (Figure I.16).  
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Figure I.16 : Structure chimique des principaux agents de contraste à base de 

gadolinium commercialisés131. 

 

La stabilité dans l’organisme de ces complexes a été récemment mise en cause, à la 

suite de la découverte d’une pathologie : la fibrose néphrogénique systémique causée par la 

décomplexation du Gd3+ en milieu acide chez certains patients, conduisant à des défaillances 

rénales132. Aux États-Unis en 2012, la Food and Drug Administration (FDA) a émis une alerte 

sur l’injection de tous les chélates de gadolinium, notamment aux patients en insuffisance 

rénale sévère133,134; tandis qu’en Europe, trois des produits les moins stables (Omniscan®, 

Optimark® et Magnevist®) sont contre-indiqués chez ces patients. En 2017, l’Agence 

européenne des médicaments (EMEA) étend la recommandation de prudence à l’utilisation 

de tous les autres chélates de gadolinium chez les patients en insuffisance rénale sévère135,136. 



54 
 

 

I.3.2 Biomatériaux à base de polyesters biodégradables visibles 

par IRM 
L’intérêt des biopolymères pour l’élaboration de biomatériaux visibles en IRM repose sur 

leur très grande diversité de composition, d’architecture et la possibilité de les fonctionnaliser. 

Les polymères les plus utilisés dans le domaine biomédical sont les polyesters aliphatiques137 

: poly(acide lactique) (PLA), le poly(e-caprolactone) (PCL), le poly(acide lactique-co-glycolique) 

(PLGA) et la famille des PHA. Les polyesters aliphatiques et leurs copolymères sont des 

thermoplastiques qui présentent de nombreux avantages, tels qu’une facilité de mise en 

forme et d'utilisation et un large éventail de propriétés facilement ajustables et 

personnalisables. 

Tableau I.3 : Biomatériaux à base de polyesters visibles par IRM 

Système Polyester Agent de contraste utilisé Référence  

Nano- 
microparticules 

PLA  SPIO (Fe3O4) 
 
 
Gd (DTPA) 

Xiong 2017 138 
Cheng 2015 139 
Li 2014 140 
Kim 2014 141 
Liu 2011 142 

 PGLA SPIO (Fe3O4) 
Gd (Gd2O3) 

Xiao 2019 143 
Bennewitz 2013 144 

 PCL Gd 
 
 
SPIO (Fe3O4) 

Cao 2017 145 
Porsio 2015 146 
Li 2011 147 
Yang 2019 148 
Yang 2019 149 
Wei 2017 150 
Wang 2018 151 
Liu 2017 152  
Cui 2017 153  

 PHBHV SPIO (Fe3O4) 
Holmium 

Vilos 2013 154 
De Burgos 2019 155 

Dispositifs médicaux PLA et PCL Gd (DOTA) Schulz 2019 156  
 PLA Gd (Gadodiamide) 

Gd (Dotarem) 
Goodfriend 2015 157 
Hickethier 2016 158 

  PCL MOF 
DTPA-Gd 
 
Gd 
Gd (MF-nHAp) 

Hamideh 2020 159 
Blanquer 2012 160 
El Haboubni 2013 161 
Letouzey 2015 162  
Ganesh 2014 163  

 PHBHV Fe3O4 Pramanik 2019 164 
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Afin d’élaborer des systèmes nanoparticulaires visibles en IRM, le poly(acide lactique) 

(PLA) et son copolymère le poly(acide lactique-co-glycolique) (PLGA) ont été associés à des 

SPIO et des chélates de gadolinium. Ainsi, un agent de contraste multifonctionnel à base de 

PLA-PEG et chargé avec un complexe Gd-DTPA a permis une augmentation de la relaxivité tout 

en garantissant une absence de cytotoxicité, présentant un grand potentiel pour le diagnostic 

précoce des tumeurs du foie142. Ce copolymère amphiphile PLA-PEG a servi à la l’élaboration 

de micelles chargées de Gd-DTPA sensibles au pH, qui se désorganisent en milieu acide. Une 

augmentation du contraste T1 a été observé dans les régions tumorales grâce à ces micelles 

141. Le Gadolinium, utilisé sous forme de nanocristaux de Gd2O3 a été encapsulé dans une 

matrice de PLGA, permettant le suivi de cellules marquées par IRM144. Des oxydes de fer 

encapsulés au sein de matrice de PLA ont également montré des capacités de visualisation en 

IRM tout en assurant une bonne biocompatibilité138,140 (Figure I.17). Une formulation de 

nanoparticules oxyde de fer enrobés de PEG-PLA associé à de la curcumine a permis le passage 

de la barrière hémato-encéphalique, et ainsi la visualisation spécifique par IRM des plaques 

amyloïdes impliquées dans des maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer 

139.   

Le poly(ε-caprolactone) (PCL) est un polyester couramment utilisé pour l’élaboration 

de nanovecteurs théranostiques. D’une part, des micelles de PCL associés à des chélates de 

gadolinium ont montré un renforcement du contraste en IRM ainsi qu’une bonne 

biocompatibilité démontrée lors de tests réalisés in vivo 145-147. D’autre part, le PCL a servi de 

matrice pour l’élaboration de systèmes théranostiques avec des nanoparticules d’oxydes de 

fer superparamagnétiques (SPION). Des micelles constituées de PCL-PEG en combinaison avec 

des SPION ont montré un excellent effet contraste in vitro 150. La présence d’acide folique (FA) 

au sein de systèmes théranostiques permet le ciblage efficace des cellules tumorales. Ainsi 

des polymersomes FA-PGA-b-PCL152 et des micelles FA-PEG-PCL153 associées à des SPION se 

sont révélés être de très bons candidats pour des applications théranostiques en associant un 

contraste élevé en IRM et un ciblage efficace ces cellules tumorales (Figure I.17). Enfin, des 

études ont également incorporé une molécule anticancéreuse modèle : la doxorubicine (DOX) 

au sein de nanovecteurs à base de PCL, permettant ainsi le développement de candidats 

prometteurs pour l'IRM et la chimiothérapie tumorale guidée par imagerie148,149,151.  
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Figure I.17 : Images IRM pondérées en T2 enregistrées sur une souris nude portant une 

tumeur HeLa (cercle rouge A). B : avant l'injection ; C : 10 min ; D : 30 min ; E : 60 min (E) 

après l'injection intraveineuse d’une solution de FA-PGA-b-PCL152. 

 

Concernant le développement de nano et microparticules visibles par IRM à base de 

PHA, le PHBHV a été utilisé lors de deux études. Vilos154 a développé des nanoparticules 

multifonctionnelles à base de PHBHV comprenant un agent de contraste pour l’IRM un oxyde 

de fer (Fe3O4) ainsi qu’un agent d’hyperthermie. Les nanoparticules d’une taille de 250 nm se 

sont avérées prometteuses en tant qu’agent de contraste pour l’IRM et pour le traitement de 

l’hyperthermie. Plus récemment, des microsphères de PHBHV chargées d’holmium, un agent 

paramagnétique, ont été développées155 . Il a été montré que ces microsphères étaient stables 

dans le temps car aucune libération d’holmium (III) n'a été détectée lors d'une exposition de 

9 jours à un tampon de phosphate de sodium. De plus, ces microsphères étaient très efficaces 

pour obtenir des images pondérées T2 et T2* en IRM, et pourraient donc être utilisées comme 

agent de contraste. 

La mise en œuvre de dispositifs médicaux implantables visible par IRM à base de 

polyesters a également été décrite. Afin de les rendre visibles en IRM, Schulz156 a greffé de 

manière covalente du Gadolinium (Gd) à la surface de divers biomatériaux polymères, dont le 

PCL et le PLA, utilisés pour l’élaboration d’un treillis de soutien tissulaire. Ces supports ont été 

implantés chez des rats pour une évaluation in vivo de leur capacité à être détecté en IRM 

pendant 1 mois. Une évaluation histologique et des études de biodistribution du Gd ont 

confirmé le potentiel de cette approche pour la visualisation des dispositifs par IRM. Un stent 

à base de PLA associé à du Gd a provoqué une réponse inflammatoire moins importante 
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qu’une endoprothèse métallique de contrôle. Par ailleurs, ce stent visible par IRM a permis de 

délivrer de manière contrôlée de la ciprofloxacine (antibiotique) pendant une semaine et de 

la dexaméthasone (agent anti-inflammatoire) pendant trois mois157. L’implantation de stents 

à base de PLA marqués au Dotarem (Gd) a permis de suivre par IRM, de manière non invasive, 

l’évolution de la perméabilité de l’artère coronaire suite à une angioplastie158. La visualisation 

de stents formulés à base de PCL recouverts d’héparine a également été étudiée grâce à la 

présence de MOF (Metal Organic Framework) incorporés dans le biomatériau159. Ces derniers 

se sont révélés hautement biodégradables lors des tests de dégradation dans diverses 

conditions. De plus, la libération in vitro de l'héparine et de la rapamycine assurent la 

prévention de la coagulation du sang immédiatement après la pose du stent dans l'artère et, 

limite donc à plus long terme les risques de sténose. 

Des treillis à base de PCL ont été mises au point dans différentes études. Un complexe 

Gd-DTPA a été greffé au PCL puis déposé à la surface d’un support en PP commercial, 

permettant sa visualisation par IRM in vitro  pendant au moins un an, tout en garantissant un 

relargage très faible du Gd160 (Figure I.18). La stabilité et la cytocompatibilité de PCL 

propargylé greffé avec du Gd-DTPA ont également été évaluées161. Des images à haute 

résolution du treillis revêtu de PCL-Gd ont été obtenues in vivo avec une IRM expérimentale 

de 7T ainsi qu'une IRM clinique de 3T162. Un mât électrospinné en PCL dans lequel ont été 

incorporés des nanocristaux d'hydroxyapatite contenant du Gd (MF-nHAp) a été mis au point 

par Ganesh et al163. L'incorporation de MF-nHAp dans les nanofibres a montré une 

augmentation substantielle de la résistance du mât électrospinné, de l'adsorption des 

protéines, de la prolifération et de la différenciation ostéogénique des cellules souches 

mésenchymateuses humaines ainsi qu'une amélioration de l’imagerie. 

Concernant la famille des PHA, du PHBHV a été fonctionnalisé par l’oxyde de graphite 

(GO) et du Fe3O4 
164

 (Fe3O4/GO-PHBHV). L'analyse IRM a révélé l'efficacité des nanoparticules 

de Fe3O4 en tant qu’agent de contraste négatif avec une valeur de relaxivité plus élevée. 

L'adhésion et la prolifération de cellules de fibroblastes sur la surface du Fe3O4/GO-PHBHV ont 

montré une stabilité physiologique et une biocompatibilité de ce composite. 
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Figure I.18 : Image IRM d’un treillis commerciale recouvert de DTPA-Gd-PCL160. 

 

Le Gd est donc le principal agent de contraste utilisé en IRM clinique. Cependant les 

récentes limitations remettent en question son utilisation et encouragent la recherche de 

nouveaux agents contrastants, afin que l’IRM, en tant que technique non-invasive et 

hautement résolue, reste accessible au plus grand nombre de patients. 

Parmi ces nouveaux agents potentiels visibles en IRM, les marqueurs fluorés 

représentent une alternative intéressante.  

 

I.3.3 Développement de l’IRM du fluor  

 

Comme mentionné précédemment, l’IRM 1H conventionnel repose sur la propriété des 

noyaux d'hydrogène à s'aligner dans un champ magnétique et être ensuite perturbés par des 

impulsions de radiofréquence. Comme le fluor 19F a un noyau de spin 1/2 et un rapport 

gyromagnétique très proche de celui du proton, la détection du fluor peut s’effectuer à l’aide 

de spectromètres à protons. Les images IRM 19F peuvent être superposées aux images 

anatomiques d’IRM 1H pour mieux localiser la tumeur 165,166. De plus, comme le 19F se trouve 

uniquement à l'état de traces dans les tissus biologiques, le signal 19F ne sera pas perturbé par 

un signal de fond endogène. En revanche, les molécules fluorées possèdent de longs temps 

de relaxation T1 et des T2 courts, qui se traduit par des temps d'acquisition d'image longs et 

pouvant entraîner une atténuation du signal.  
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Au cours des dernières années, le développement et la pertinence de l’IRM 19F ont 

suscité un intérêt croissant pour une utilisation en pratique clinique. Pour assurer une 

sensibilité suffisante de l'IRM 19F, des sondes fluorées à forte teneur en fluor ont été 

envisagées. Actuellement, il existe une large gamme de sondes fluorées disponibles pour des 

applications expérimentales et même cliniques167. Elles ont été répertoriées dans différentes 

revues168-170. On retrouve parmi ces applications, la mise en œuvre des sondes IRM 19F, 

destinées au ciblage cellulaire 171-173, le suivi in vivo de cellules marquées174-178  et aussi le 

diagnostic du cancer179-181. 

Les sondes polymères peuvent être chargées en fluor et représentent des plateformes 

polyvalentes propices à une grande variété d'applications biomédicales. Par exemple, les 

perfluorocarbones (PFC) et les perfluoropolyéthers sont des agents fluorés utilisés pour l'IRM 

19F in vivo et in vitro. Les PFC sont des molécules organiques où tous les atomes d'hydrogène 

ont été remplacés par des atomes de fluor 182,183. Leurs propriétés physico-chimiques les 

rendent attractives pour les applications médicales. De plus, de nombreuses caractéristiques 

telles que la faible tension superficielle, l'hydrophobicité et la lipophobicité, et l'absence de 

métabolisme sont particulièrement intéressantes pour des applications cliniques184. Les PFC 

sont biologiquement inertes : faible toxicité, absence d’effets cancérogènes, mutagènes ou 

tératogènes et ne provoquent pas de réactions immunologiques 185. La biocompatibilité et la 

toxicité des PFC a été rigoureusement décrite 186,187 car les PFC liquides étaient initialement 

utilisés comme substituts de sang artificiel pour la ventilation liquide en raison de leur grande 

solubilité dans l’oxygène. Les PFC utilisés dans le domaine biomédical ont des structures 

variées, ils peuvent exister sous forme de gaz, de liquides ou même de solides selon leur poids 

moléculaire et leur structure chimique (tableau I.4)188. Pour les PFC liquides, étant donné leur 

faible solubilité dans l'eau, ils ont été formulés sous forme de nanoémulsions ou de 

nanocapsules pour permettre une injection intraveineuse 189,190. Les PFC ont également été 

testés comme agents de contraste pour l'échographie et l'IRM du fluor depuis la fin des années 

1970.  
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Tableau I.4 : Paramètres physico-chimiques des PFC utilisés couramment en IRM 19F.

 

 

I.4 Conclusion 

 

Les polyhydroxyalcanoates se sont imposés au cours des dernières décennies comme 

des biopolyesters à fort potentiel. En raison de leurs propriétés attrayantes liées à leur 

biodégradabilité, biocompatibilité et leur capacité à être fonctionnalisés, les PHA sont de plus 

en plus utilisés pour des applications biomédicales. En effet, la grande diversité structurale 

des PHA, en particulier celle des PHAMCL, permet d’envisager des modifications de leur 

structure conduisant au développement de produits aux propriétés mécaniques et physico-

chimiques très spécifiques. L’Imagerie par Résonance Magnétique est une technique non 

invasive aujourd’hui très largement utilisée pour le diagnostic, le suivi des maladies, le suivi 

postopératoire, et de plus en plus pour le développement de la théranostique. Elle utilise des 

agents de contraste dont le plus utilisé est le Gd mais dont l’utilisation a été récemment 

limitée du fait des risques pour la santé du patient. La mise en œuvre de nouveaux dispositifs 

médicaux visibles en IRM, utilisant des agents de contraste alternatifs au Gd constitue un 

nouveau concept tout à fait intéressant pour une application en IRM. 



61 
 

 

Dans ce projet de thèse, nous proposons d’étudier les potentialités des PHA en 

association avec des marqueurs fluorés utilisés comme agents de visualisation pour une 

application en Imagerie par Résonance Magnétique médicale. Dans un premier temps, nous 

chercherons à produire des PHAMCL insaturés à partir de bactéries marines. L’optimisation des 

conditions de fermentation et la caractérisation physico-chimique des polymères ainsi 

produits va permettre la production de PHA de structure contrôlée. La particularité est des 

PHAMCL est la présence de groupements fonctionnalisables au sein de leurs chaînes latérales 

qui devrait permettre de réaliser des réactions de modifications chimiques. Ainsi, dans un 

deuxième temps, les PHAMCL seront greffés à des molécules fluorées puis utilisés comme 

matrice pour l’élaboration de nouveaux biomatériaux visibles en IRM 19F. Dans cette optique, 

nous nous intéresserons au développement de nanocapsules de PHA amphiphiles perfluorées 

visibles en IRM 19F, et nous étudierons également le potentiel de PHA fluorés comme 

revêtement de biomatériau prometteur pour la détection par IRM.   
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II.1 Introduction 
 

Un atout majeur des PHA réside dans leur grande diversité structurale, et en particulier 

la possibilité d’introduire par bioconversion des groupements réactifs qui permettent des 

fonctionnalisations ultérieures par voie chimique 1,2. La fonctionnalisation des polymères 

permet en effet de moduler leurs propriétés et de ce fait, élargir leur champ d'applications 3–

5.  Il a déjà été démontré qu'il est possible de biosynthétiser des PHA contenant des groupes 

fonctionnels tels que les doubles liaisons, triples liaisons, des groupements époxy, carbonyle, 

cyano, phényle ou halogène 6. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à la synthèse 

de PHAMCL portant des doubles liaisons en position terminale des chaînes laérales. En effet, la 

haute réactivité chimique des doubles liaisons carbone-carbone, et l’accessibilité aisée en 

bout de chaîne sont favorables à la réalisation de réactions de modifications chimiques. 

La première partie de ce travail, réalisé à l’Ifremer, a consisté à étudier les capacités de 

production d’une sélection de souches issues de la biodiversité bactérienne marine, 

notamment appartenant au genre Pseudomonas ou pour lesquelles a capacité à produire des 

PHAMCL avérée. Ces souches sont issues de tapis microbiens stratifiés situés sur certains atolls 

de Polynésie Française (souches RA26 Pseudomonas guezennei 7, TE9 Pseudomonas 

raguenesii 8, TIK669 Pseudomonas guezennei biovar. tikehau 7, TIK771, RA16) ou de Nouvelle 

Calédonie (NC532). L’objectif étant d’orienter le métabolisme bactérien vers la biosynthèse 

de PHAMCL, le choix des substrats s’est donc porté sur des acides gras tels que l’acide 

octanoïque, (C8), l’acide décanoïque (C10), l’huile de coprah (huile végétale issue de la gangue 

de noix de coco composée à plus de 90% d’acides gras saturés) et l’octanoate de sodium. Ces 

substrats carbonés ont été utilisés seuls ou en mélange avec de l’acide 10-undécènoïque afin 

d’induire la production de PHAMCL insaturés. L’intérêt de cette étude est la maîtrise et la 

connaissance des conditions de culture propre à chaque souche afin d’orienter les voies de 

biosynthèse vers la production de PHAMCL insaturés de structures contrôlées et enclines à la 

réalisation des réactions de fonctionnalisation chimique qui seront réalisées, à l’ICMPE, dans 

la seconde partie de cette thèse. 
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II.2 Matériels & Méthodes 
 

II.2.1 Création d’une collection de travail 
 

Les souches utilisées lors de cette étude sont des bactéries marines, mésophiles et 

aérobies. Elles proviennent essentiellement d’échantillonnages effectués au sein de mares à 

« kopara », fournies par l’entreprise Pacific Biotech ou de la collection Ifremer de Nouvelle 

Calédonie. Lors de la mise en collection, les bactéries ont été ensemencées sur milieu Zobell 

(pour un litre de solution : 5 g de peptone, 1 g d’extrait de levure, 20 g de Sea Salts, pH ajusté 

à 7,6).  

Une collection de travail est créée à partir d’un cryotube de chaque isolat bactérien 

conservé à -80°C en présence de glycérol. Pour cela, une préculture est réalisée dans 8 mL de 

milieu Zobell pendant 8h puis elle est transférée dans 50 mL de Zobell toute la nuit à 34°C sous 

150 rpm. Les milieux de culture en fin de phase de croissance exponentielle sont stockés dans 

un cryotube 1,8 mL en présence de 20% de glycérol et conservés à -80°C. Lors de chaque 

étape, réalisée en conditions stériles, la viabilité cellulaire et la pureté des souches sont 

vérifiées par observations microscopiques et étalement sur gélose (Zobell + Agar à 15g/L).  

 

II.2.2 Production de PHA 
 

II.2.2.1 Enrichissement cellulaire 
 

A partir d’un cryotube préalablement décongelé, deux tubes contenant 8 mL de milieu 

Zobell sont ensemencés. Une goutte provenant du cryotube est conservée pour s’assurer de 

la pureté de la souche : une observation de l’état frais au microscope optique à contraste de 

phase et un étalement sur boite de Pétri (Zobell + Agar à 15 g/L) sont réalisés. Après 8h à 34°C 

(ou 30°C selon les souches étudiées) sous agitation à 160 rpm dans une enceinte 

thermostatée, le contenu de chaque tube de 8 mL est transféré stérilement dans un 

Erlenmeyer contenant 200 mL de Zobell. Ces derniers sont placés dans la même enceinte à 
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34°C (ou 30°C), avec une agitation fixée à 160 rpm pendant 8h à une nuit selon la croissance 

bactérienne. De la même façon le contenu de chaque Erlenmeyer 200 mL est transféré dans 

un Erlenmeyer contenant 2 L de Zobell. En fin de croissance, le contenu de chaque Erlenmeyer 

2 L est centrifugé stérilement (15 min à 7000 rpm) afin de séparer le culot bactérien du milieu 

nutritif qui sera éliminé. Le culot est ensuite repris dans 100 mL d’eau de mer stérile avant 

d’être transféré dans le milieu de production correspondant. A chaque étape, un suivi est 

réalisé par observation au microscope. 

 

II.2.2.2 Production des PHA 
 

Les milieux de production sont préparés à partir d’eau de mer filtrée sur 0,45 µm et 

d’une source de carbone variable telle que de l’huile de coprah, de l’acide octanoïque, de 

l’acide décanoïque, de l’acide 10-undécenoïque (Tableau II.1).  

 

 

Ces milieux sont dépourvus de nutriments azotés et riches en éléments carbonés afin 

d’induire la production de polymères. Les culots bactériens repris dans 100 mL d’eau de mer 

stérile sont transférés soit en Erlenmeyer 5 L soit en bioréacteur 5 L ou 30 L contenant 

respectivement 2 L, 3,5 L ou 18 L de volume utile (INFORS, Massy France). Pour la production 

en Erlenmeyer, le pH est ajusté en amont de l’inoculation à 7,6. Concernant la production en 

Tableau II.1 : Choix des substrats carbonés. 

Substrat carboné Formule chimique 

Octanoate de sodium (C8) CH3-(CH2)6-COO-
, Na+ 

Acide décanoïque (C10) CH3-(CH2)8-COOH 

Huile de coprah : 
 

CH3-(CH2)10-COOH (57%)  

CH3-(CH2)12-COOH (19%) 

Acide 10-undécènoïque (C11:1∆10) CH2=CH-(CH2)8-COOH 
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bioréacteur, le pH est ajusté tout au long de l’expérience par ajout automatique de soude 

NaOH 1M et d’acide sulfurique H2SO4 1M, l’oxygénation est assurée par un léger flux d’air. 

Pour les deux types de production, la température est de 34°C (ou 30°C) et l’agitation à 160 

rpm et se poursuit pendant 2 ou 3 jours selon les expérimentations. 

Un suivi qualitatif de la production est réalisé à chaque étape. Du fait de leur caractère 

réfringent, les granules de PHA peuvent être observés directement par microscopie optique à 

contraste de phase, permettant ainsi d’avoir une première évaluation de la capacité de 

production de la souche étudiée. 

A la fin de la production, les cellules sont récoltées par centrifugation à 7000 rpm 

pendant 15 min, puis les culots sont congelés avant lyophilisation. 

 

 

II.2.3 Extraction et purification des PHA 
 

II.2.3.1 Extraction 
 

Les culots bactériens lyophilisés sont broyés dans un mortier, puis l’extraction est 

réalisée par du chloroforme (40 mL pour 3 g de culot bactérien lyophilisé). Le mélange est 

chauffé à 55°C sous agitation dans un flacon fermé pendant 4 heures. Afin d’éliminer les débris 

cellulaires, 15 mL d’eau distillée sont ajoutés, le mélange est vortexé puis centrifugé (7500 

rpm pendant 15 min). La phase organique contenant le solvant et les PHA est récupérée puis 

évaporée. 

 

II.2.3.2 Purification  
 

Le produit brut est dissout dans quelques millilitres de chloroforme, selon la masse de 

produit obtenu de façon à obtenir une solution visqueuse, puis celle-ci est précipitée goutte à 

goutte dans du méthanol froid sous agitation. Le méthanol est éliminé et le produit final 
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obtenu est soumis à évaporation pour éliminer les dernières traces de solvant. Le PHA est 

stocké, à l’abri de la lumière avant analyses. L’ensemble de ces étapes est repris sous forme 

de schéma en figure II.1. 
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Figure II.1 : Protocoles de production, d'extraction et de purification des PHA.  

(MCS : masse de cellules sèches) 
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II.2.4 Résonance Magnétique Nucléaire 1H et 13C 
 

Les analyses en RMN du 1H et du 13C permettent de déterminer la structure des 

molécules à étudier en faisant interagir l'aimantation naturelle des noyaux d’hydrogène et de 

carbone présents dans la molécule avec un champ magnétique donné. Les analyses sont 

réalisées à 25°C sur 12 mg (analyse 1H) ou 50 mg (analyse 13C) de PHA dissous dans 600 µl de 

chloroforme deutéré à l’aide d’un spectromètre Brucker 400 DRX (Billerica, USA), à 400 MHz. 

Les déplacements chimiques sont reportés en ppm par rapport au signal du 3,3,3,4-

tétraméthyl silane.  

 

II.2.5 Chromatographie en phase Gazeuse couplée à la 

Spectrométrie de Masse (CGSM) 
 

La technique de CGSM associe la séparation des composés d’un échantillon par 

chromatographie en phase gazeuse à leur détection et identification par spectrométrie de 

masse. Cette technique permet donc d'identifier et de quantifier précisément les unités 

constitutives d’un échantillon de PHA. La composition monomérique et la position des 

insaturations des PHA produits est déterminée par analyse CGSM des dérivés d’esters 

méthyliques 9,10.  

Pour déterminer cela, 8 mg d’échantillons de polymère sont dissous dans 1,5 mL de 

chloroforme et soumis à une méthanolyse en présence de MeOH / HCl  (17/2, v / v) à 100 °C 

pendant 4 h. La phase organique est lavée avec 1 mL d'eau distillée puis séchée sur MgS04 et 

évaporée sous azote. Les esters méthyliques sont ensuite triméthylsylilés en ajoutant 100 µl 

de pyridine et 100 µL de sylon (BSTFA-TMCS, 99:1). Le mélange réactionnel est chauffé à 70°C 

pendant 1 heure puis évaporé sous azote. Les dérivés triméthylsylilés ainsi obtenus sont 

dissouts dans 600 µL  de dichlorométhane et injectés en CGSM 10,11.  

La localisation des doubles liaisons des chaînes latérales a été réalisée d’après une 

méthode de dérivation en trois étapes : méthanolyse, acétylation puis thiométhylation 9. Dans 

un premier temps, les échantillons ont subi une méthanolyse d’après le même protocole que 
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précédemment. Les esters méthyliques sont ensuite acétylés en présence de 100 µL  de 

chlorure d’acétyle à 65°C pendant 5 min afin de masquer le groupe hydroxyle réactif 12. Le 

mélange est évaporé sous azote puis 500 µL  d’hexane, 100 µL  de diméthyldisulfide (DMDS) 

et 20 µL  d’iode (solution de I2 : 60 mg dans 1 mL d’éther) sont ajoutés et le tout est chauffé à 

50°C pendant 48 h 13. Les échantillons sont repris dans 200 µL  d’hexane, et l’iode en excès est 

réduit par l’ajout de Na2S2O3. Après centrifugation, les dérivés d’esters méthyliques 

thiométhyl acétylés sont séchés sous azote et dissous dans 600 µL  de dichlorométhane puis 

injectés en CGSM. 

Les dérivés TMSi et thiométhyl acétylés des esters méthyliques sont analysés par CGSM 

en utilisant un chromatographe Agilent 6890N couplé à un spectromètre sélectif quadripolaire 

Agilent 5975 XL, équipé d'une colonne capillaire de silice fondue HP-5-MS (30 m x 0,25 mm, 

épaisseur du film 25 µm) avec de l'hélium comme gaz vecteur. Un échantillon de 1 µL  est 

injecté et analysé selon le programme de température suivant : 60 °C pendant une minute, 

rampe de 4 °C / min à 140 °C, 15 °C / min à 280 °C et 5 min à 280 °C. L'énergie ionisante pour 

le fonctionnement de la MS est de 70 eV. 

 

II.2.6 Spectroscopie InfraRouge à Transformée de Fourier – 

Réflectance Totale Atténuée (FTIR-ATR)  
 

La spectroscopie d’absorption FTIR donne des informations sur les vibrations 

moléculaires qui sont caractéristiques des liaisons chimiques. Le principe de l’ATR consiste à 

faire subir au faisceau IR, des réflexions à l’interface entre un matériau transparent dans l’IR 

et l’échantillon. Cette méthode ne nécessite que très peu de préparation de l’échantillon, et 

présente l’avantage d’être non destructive. Les spectres FTIR-ATR ont été réalisés sur un 

spectromètre FTIR Nicolet AVATAR 370 DTGS (Nicolet ThermoScientific, Cergy Pontoise, 

France). Les échantillons ont été déposés sur un disque de germanium et ont été balayés entre 

400 et 4000 cm-1. 
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II.2.7 Chromatographie d’Exclusion Stérique (CES) 

 

La chromatographie d’exclusion stérique (CES), également appelée chromatographie 

par perméation de gel (CPG), est une technique de chromatographie liquide de caractérisation 

de polymères qui permet la séparation de macromolécules en solution selon leur taille et leur 

structure. Elle permet d’obtenir les différentes masses molaires (��, Mn) et l’indice de 

polydispersité égale au rapport �� /�� (Ip). 

Les analyses CES ont été effectuées sur un système chromatographique équipé d’une 

pompe Shimadzu Prominece LC20-AD avec deux colonnes PLgel mixed-C 5µm (Polymer 

Laboratories) et d’un réfractomètre interférométrique Optilab Rex de Wyatt Technology. Les 

échantillons en solution dans du chloroforme à 5 mg.ml-1, sont filtrés sur un filtre en 

polytétrafluoroéthylene de 0,45 µm et 100 µL de solutions sont injectés. Le débit est fixé à 

1ml.min-1 et une courbe de calibration a préalablement été réalisée à partir d’étalons de 

polystyrène à faible indice de polydispersité (3.104 - 2.106 g/mol) (Polymer Source).  

 

II.2.8 Analyse Enthalpique Différentielle (AED) 

 

L’analyse enthalpique différentielle est une technique utilisée pour étudier les 

transitions thermiques d’un polymère c’est-à-dire les changements qui interviennent au sein 

d’un polymère quand il est chauffé. Un polymère semi-cristallin tel qu’un PHA est constitué 

d’une fraction cristalline et d’une fraction amorphe. L’état cristallin est caractérisé par 

l’arrangement des chaînes au sein du polymère de façon compacte et ordonnée. Les 

propriétés thermiques sont influencées par la proportion de phase amorphe et cristalline : un 

taux de cristallinité élevé rend les matériaux rigides, les phases amorphes donnent aux 

matériaux une capacité à se déformer sans se casser. Les analyses AED sont réalisées avec un 

appareil DSC TA Instrument 2920. Un échantillon d'environ 8 mg est placé entre une capsule 

et un couvercle en aluminium et chauffé de -80°C à 100°C à une vitesse de chauffage de 

10°C.min-1 sous une purge d'azote de 50 ml.min-1. Les données obtenues sont traitées à l’aide 

du logiciel TA Universal Analysis. La température de fusion (Tm) et l'enthalpie de fusion (ΔHm) 
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sont mesurées à partir de l'endotherme de fusion observé lors du premier cycle et la 

température de transition vitreuse (Tg) est prise comme point d’inflexion du changement de 

capacité calorifique au deuxième cycle. 
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II.3 Résultats et discussion  
 

II.3.1 Production de Polyhydroxyalcanoates : choix du couple 

souche bactérienne / substrat carboné 
 

L’évaluation de la capacité de production de PHA de souches bactériennes marines à 

partir de différents substrats carbonés est estimée par observation au microscope optique à 

contraste de phase, notamment pour la visualisation d’un changement de morphologie des 

bactéries, et l’apparition de granules intracellulaires. Cette capacité de production est ensuite 

confirmée après extraction et analyse des PHA. L’efficacité de la production est évaluée 

d’après les rendements de production obtenus en fonction des différents paramètres tels que 

le choix du substrat ou la durée de la fermentation.  

La capacité de production de PHAMCL a donc été testée à partir de différents substrats 

carbonés tels que l’acide octanoïque (C8), l’acide décanoïque (C10), l’huile de coprah (huile 

végétale issue de la gangue de noix de coco composée à plus de 90% d’acides gras saturés) et 

l’octanoate de sodium. Ces substrats carbonés ont été utilisés seuls ou en mélange avec de 

l’acide 10-undécènoïque afin d’induire la production de PHAMCL insaturés portant une double 

liaison en position terminale.  

Cette approche a pour objectif de sélectionner le/les meilleur(s) couple(s) 

bactérie/substrat pour la production de PHAMCL de structures contrôlées, notamment 

présentant un taux d’insaturation défini et reproductible, afin de pouvoir les utiliser pour la 

deuxième partie de la thèse axée sur la fonctionnalisation de ces polymères. 
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II.3.1.1 Suivi des cultures par microscopie optique à contraste 

de phase 
 

II.3.1.1.a Phase d’enrichissement cellulaire 
 

Durant la phase d’enrichissement cellulaire, le suivi des cultures par microscopie 

permet d’apprécier la morphologie, la mobilité et la densité cellulaire des bactéries. Ces 

observations permettent de surveiller les éventuels changements de morphologie ainsi que 

de s’assurer de l’absence de contaminations. 

Le suivi de culture de la souche TE9 en phase d’enrichissement sur milieu Zobell est présenté 

figure II.2. Les cellules observées sont de morphologie bacille, caractéristique du genre 

Pseudomonas et l’observation à l’état frais permet d’attester une bonne mobilité cellulaire. 

 

Figure II.2 : Observation par microscopie à contraste de phase de la souche TE9 en phase 

d’enrichissement cellulaire en milieu Zobell. 

 

II.3.1.1.b Phase de production de PHA 
 

Le suivi par microscopie réalisé au cours de la phase de production permet également 

de visualiser l’accumulation intracellulaire de PHA en raison de leur réfringence 14. Toutefois 

les PHAMCL étant moins cristallins que les PHASCL, leurs granules sont moins visibles, et 
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l’accumulation des PHAMCL apparait sous l’aspect d’une lumière bleutée intracellulaire. Sur la 

figure II.3,A, la souche NC532 est cultivée en présence d’octanoate de sodium à 3 g/L et 

d’acide 10-undécènoïque à 0,5 g/L et aucun granule de PHA n’est visible. Par contre, lorsque 

la souche TE9 est cultivée en présence d’huile de coprah à 5 g/L et d’acide 10-undécènoïque 

à 0,5 g/L, l’accumulation de PHA au sein de granules intracellulaires est bien visible (figure 

3,B).  

 

Figure II.3 : Observation par microscopie à contraste de phase des souches NC532 (A) et TE9 

(B) en phase de production de PHA. 

 

Les suivis de la phase de production de PHA avec les souches NC532, TE9 et RA26 sont 

présentés sur la figure II.4 et permettent ainsi une première appréciation de la capacité de 

production des souches bactériennes en présence de différents substrats carbonés.  

Une observation de la souche RA26 cultivée en présence d’acide décanoïque (5g/L) est 

présenté figure 4, les cellules observées sont immobiles, la densité cellulaire est peu 

importante et aucun granule de PHA n’est observé au niveau intracellulaire.  

Concernant la souche NC532, les cellules observées en phase de production en 

présence d’octanoate de sodium (3g/L) et d’acide 10-undécènoïque (0,5g/L) sont peu mobiles, 

la densité cellulaire est faible et aucun granule de PHA n’est observé au niveau intracellulaire.  

Pour la souche TE9, les cellules observées après 48h en milieu de production composé 

d’huile de coprah (5g/L) et d’acide 10-undécènoïque (0,5g/L) ont conservé une bonne densité 

et une mobilité cellulaire importante, les granules de PHA intracellulaires sont bien visibles.  
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Figure II.4 : Suivi des cultures par microscopie à contraste de phase des souches RA26, 

NC532 et TE9 en phase de production de PHA. 
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Le suivi des cultures par microcopie optique à contraste de phase permet donc de 

mettre en évidence que la culture en présence d’acide décanoïque, utilisé seul ou en mélange 

avec de l’acide 10-undécènoïque, entraîne une diminution de la densité cellulaire, suggérant 

une certaine toxicité pour les différentes souches bactériennes utilisées pour cette étude. Les 

observations microscopiques des cultures réalisées en présence d’octanoate de sodium 

révèlent que l’utilisation de ce substrat a des impacts variables sur les cultures et dépend de 

la souche bactérienne considérée. D’autre part, l’huile de coprah utilisée seule ou en mélange 

avec de l’acide 10-undécènoïque, permet de maintenir une viabilité de la culture, et pour 

certaines souches, la production de PHA.  

Par conséquent, pour la suite nous retiendrons l’octanoate de sodium et l’huile de 

coprah, utilisés seul ou en mélange avec de l’acide 10-undécènoïque, comme substrats 

carbonés pour la production de PHAMCL insaturés.  

 

II.3.1.2 Influence du substrat carboné et des conditions de 

culture sur la production de PHA  
 

Le suivi par microscopie optique permet d’évaluer l’état de la culture et apporte une 

première appréciation quant à la capacité de production de PHA dans les conditions choisies. 

Après 48h ou 72h de culture, les bactéries sont récoltées par centrifugation et les PHA sont 

extraits à partir des culots lyophilisés.   

Le tableau II.2 regroupe les teneurs en PHA obtenus en fonction des conditions de 

culture après extraction et purification des PHA, exprimés en masse de PHA obtenu par masse 

de cellules sèches. 
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Tableau II.2 : Différentes fermentations bactériennes obtenues avec de l’octanoate de sodium 
(Oct. Na) à 3 g/L ou de l’huile de coprah (H. coprah) à 5 g/L. 

 

Souche  

Substrat 

MCSc 

(g)  

PHA 

 (g) 

Teneur en 

PHA (%)  

Acide 10-

undécènoïque 

(g/L) 

Substrat carboné  

TIK669 

0,20 Oct. Na a 0,93 0 0 

0,20 H. coprah a 0,83 0,13 15,4 
0,20 H. coprah a 0,52 0 0 

0,50 H. coprah a 0,04 0 0 
0,80 H. coprah a 0,02 0 0 

RA16 
0 H. coprah a 1,66 0,33 20 
0,50 Oct. Na a 1,63 0 0 

TIK771 

0,20 Oct. Na a 1,55 0 0 
0,50 Oct. Na a 2,67 0 0 

0 H. coprah a 2,76 0 0 
0,20 H. coprah a 1,80 0 0 

NC532 

0 Oct. Na b 30,20 0,78 21,5 
0,50 Oct. Na a 1,54 0,05 3,6 
0,50 Oct. Na b 2,40 ± 1,03 0,02 ± 0,01 0,5 ± 0,9 

0,20 H. coprah b 8,49 0,17 2 
0,35 H. coprah b 5,69 0,27 4,8 
0,50 H. coprah b 4,69 ± 1,48 0,73 ± 0,15 17,0 ± 8,6 
0,80 H. coprah b 2,37 ± 0,71 0,43 ± 0,07 19,4 ± 8,8 

RA26 

0,20 Oct. Na a 0,67 ± 0,10 0,07 ± 0,02 10,2 ± 1,4 
0,50 Oct. Na a 0,86 0 0 

0,20 H. coprah a 1,75 ± 0,10 0,31 ± 0,13 17,8 ± 6,4 
0,50 H. coprah a 1,78 ± 0,07 0,30 ± 0,14 17,2 ± 8,6 

0,80 H. coprah a 1,86 ± 0,07 0,55 ± 0,05 29,8 ± 1,8 
1,00 H. coprah a 1,97 0,43 21,9 

TE9 

0,50 Oct. Na a 1,80 ± 0,60 0 0 

0 H. coprah a 1,95 ± 0,16 0,68 ± 0,19 34,8 ± 7,1 
0,20 H. coprah a 2,65 0,72 27,3 
0,20 H. coprah b 5,21 1,03 19,8 
0,50 H. coprah a 2,53 ± 0,34 0,95 ± 0,09 38,3 ± 8,7 
0,50 H. coprah b 4,92 ± 0,40 1,57 ± 0,18 31,9 ± 1 
0,80 H. coprah a 2,39 0,71 29,8 
1,00 H. coprah a 1,59 0,48 30,2 

a) Production en Erlen 1,8L ;  b) Production en bioréacteur 3,5L ; c) MCS : Masse de cellules sèches 
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TIK669, TIK771 et RA16 : Les fermentations réalisées avec les souches RA16, TIK669 et 

TIK771 en présence d’octanoate de sodium et d’acide 10-undécènoïque n’ont pas permis la 

production de PHA. En présence d’huile de coprah, les résultats montrent que les 3 souches 

bactériennes ne sont pas capables de produire des PHA de façon reproductible dans les 

conditions testées ici. 

NC532 : Avec la souche NC532 cultivée en présence de 3 g/L d’octanoate de sodium seul, 

le rendement de production est de 21,5% alors qu’utilisé en mélange avec l’acide 10-

undécènoïque le rendement de production est inférieur à 5%. Avec cette souche, cultivée en 

présence de 5 g/L d’huile de coprah et d’acide 10-undécènoïque, les teneurs en PHA obtenus 

vont de 2% à 19,45%. Les teneurs les plus élevées sont obtenus lorsque l’acide 10-

undécènoïque est utilisé à une concentration de 0,5 g/L et 0,8 g/L. 

RA26 : La production avec la souche RA26 à partir d’octanoate de sodium et acide 10-

undécènoïque donne des teneurs en PHA en moyenne de 10,2% lorsque l’acide 10-

undécènoïque est utilisé à une concentration de 0,2 g/L. Avec l’huile de coprah, quelle que 

soit la concentration en acide 10-undécènoïque, la souche RA26 a produit du PHA a une teneur 

moyenne de 20%.  

TE9 : Aucun PHA n’a été obtenu après fermentation de la souche TE9 en présence 

d’octanoate de sodium et d’acide 10-undécènoïque. En présence d’huile de coprah à 5 g/L et 

quelle que soit la concentration en acide 10-undécènoïque, cette souche a permis la 

production de PHA avec de très bonnes teneurs en PHA : jusqu’à 38,35%.   

L’octanoate de sodium permet donc de produire des PHA avec des teneurs en PHA 

intéressantes avec les souches RA26 et NC532.  

Le mélange huile de coprah et acide 10-undécénoïque permet d’obtenir des teneurs en 

PHA satisfaisantes et des cultures bactériennes de bonne densité cellulaire lorsqu’il est utilisé 

avec les souches RA26, NC532 et TE9. De plus, une meilleure reproductibilité des résultats et 

des teneurs plus élevées sont observées pour la souche TE9.  

La comparaison avec les teneurs en PHA obtenues dans la littérature est délicate car le 

plus souvent, les rendements de production sont exprimés en fonction de la consommation 

de substrat et non en % (g/g) comme dans notre étude. Néanmoins, des travaux15 menés sur 
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la production de PHAMCL par Pseudomonas putida à partir d’huile de palme saponifiée, dont la 

composition en acides gras est proche de celle de l’huile de coprah, ont présentés des résultats 

de teneurs en PHAMCL également en % (g/g). Ainsi, les fermentations réalisées ont permis la 

production de PHAMCL avec une teneur entre 19% et 37%. 

 

Dans la suite de ce travail, nous avons donc choisi de poursuivre avec les souches RA26, 

TE9 et NC532 cultivées à partir d’huile de coprah, d’acide 10-undécènoïque et/ou d’octanoate 

de sodium pour les souches RA26 et NC532.  

Ces résultats proviennent d’études menées en Erlenmeyer 1,8L et en bioréacteur 3,5L. Par 

la suite, la mise en œuvre de fermentations en plus gros volumes (14L et 18L) ont été réalisées 

afin d’assurer la production de quantités de PHA plus importantes nécessaires pour les 

réactions de modifications chimiques ultérieures, tout en limitant la variabilité inter-lots.  

Ainsi, quatre fermentations (14L et 18L) ont été réalisées en bioréacteur de 30L au 

laboratoire EM3B de l’Ifremer de Nantes. L’ensemble des résultats de caractérisation physico-

chimiques relatifs aux productions en 1,8L, 3,5L, 14L et 18L est présenté ci-après.  

 

  



96 
 

 

II.3.2 Caractérisation des PHA 
 

Les PHA produits par les souches RA26, TE9 et NC532 ont été caractérisés afin de 

connaitre leur structure chimique, et leurs propriétés thermiques. L’objectif étant 

l’optimisation des conditions de culture propre à chaque souche dans le but de produire des 

PHAMCL insaturés de structures contrôlées. Plus particulièrement nous recherchons les 

conditions optimales permettant la production de PHAMCL insaturés dont le taux d’insaturation 

est compris entre 20 et 30%, taux optimal pour envisager les fonctionnalisations ultérieures. 

 

II.3.2.1 Analyse de la structure chimique des PHA par FTIR-ATR 
 

Les groupes fonctionnels présents dans la structure des PHA ont été détectés par FTIR-

ATR. Les principales bandes d'absorption infrarouge sont observées dans l'intervalle de 3500-

600 cm-1 (Figure 5). Les spectres FTIR-ATR des PHA produits par les souches RA26, NC532 et 

TE9 cultivées à partir des différents substrats carbonés révèlent une structure caractéristique 

de polyester avec la présence d’une bande d’absorption intense correspondant à la bande 

d’étirement du groupe ester carbonyle (ν C=O) à 1727 cm-1. Les bandes à 2853 et 2926 cm-1 

sont attribuées aux étirements symétriques et anti-symétriques des groupements CH2 et CH3. 

La bande d’absorption à 1380 cm-1 correspond à la vibration de déformation δ des 

groupements méthyles terminaux. La bande à 1166 cm-1 correspond à l’élongation de la 

fonction C-O-C. 
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Figure II.5 : Spectres FTIR-ATR de PHAMCL insaturés produits par la souche TE9 à partir 
d’huile de coprah à 5 g/L et d’acide 10-undécènoïque à différentes concentrations :       

a) 0,2 g/L ; b) 0,8 g/L ; c) 1 g/L. 

 

 

Les spectres FTIR-ATR des polymères produits à partir d’un mélange de substrats 

carbonés comportant de l’acide 10-undécènoïque, présentent des bandes d’absorption 

caractéristiques des fonctions alcènes (C=C). Ainsi, les bandes d’étirement et de déformation 

de la double liaison (C=C) sont visibles à 1639 cm-1 et à 907 cm-1. La bande d’absorption à 3080 

cm-1 est caractéristique de la vibration d’étirement du C-H d’un alcène. L’intensité des signaux 

caractéristiques des liaisons alcènes tend à augmenter en fonction de la concentration en 

acide 10-undécènoïque dans le milieu de production des PHA,  tel qu’il a déjà été observé lors 

de précédents travaux16-19.  

Une mesure relative du degré de cristallinité a été obtenue en standardisant 

l’absorbance à 1166 cm-1 à celle de 1380 cm-1, qui est insensible au degré de cristallinité du 

polymère. Les bandes à 1166 et 1275 cm-1 sont des signaux sensibles à la cristallinité, mais la 

bande à 1166 cm-1 est plus spécifique de l'étirement du C-O et mieux résolue que les autres. 

Ainsi, un indice de cristallinité (IC) peut être défini comme le rapport entre les intensités des 
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bandes à 1166 cm-1 et à 1380 cm-1 20,21. Les valeurs d’IC observées dans la littérature pour les 

PHASCL tels que le PHB sont d’environ 0,9 et pour les PHAMCL entre 0,4 et 0,2 (Tableau II.3). 

 

Tableau II.3 : Valeurs d’IC observées pour différents PHA. 

Polymère étudié IC Souche bactérienne Référence 

Copolymères PHAMCL 0,23 – 0,37 RA26 22 

Copolymère PHAMCL 0,48 P. sp PAMC 28620 21 

PHHxHO 0,41 P. sp Gpo1 105816 23 

PHB 0,91 B. cepacia LMG 1222 23 

 

 

Les valeurs d’indice de cristallinité obtenues pour les PHAMCL produits dans notre étude 

sont indiquées dans le Tableau II.4 (page 103). Les valeurs d’IC varient peu, entre 0,22 et 0,30 

et ce, quelles que soient les souches bactériennes ou les substrats carbonés utilisés. Ces 

résultats laissent donc supposer que les PHA produits sont des PHAMCL encore moins cristallins 

que le PHHxHO, comportant des chaînes latérales probablement plus longues que celles du 

PHO. 
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II.3.2.2 Caractérisation de la structure chimique par RMN 1H et 
13C 
 

Les analyses RMN 1H et 13C ont été réalisées sur les échantillons de PHA. Ce type 

d’analyse permet de déterminer de façon plus précise la nature des PHA (courte chaîne ou 

moyenne chaîne) et lorsque que le polymère contient des insaturations, le calcul du taux 

d’insaturations est possible à partir de l’intégration de certains signaux du spectre RMN 1H.  

L’analyse RMN 1H d’un polymère produit par la souche TE9 à partir d’un mélange 

d’huile de coprah et d’acide 10-undécenoïque permet de caractériser un PHAMCL insaturé 

(figure II.6,A). Les signaux de résonance du multiplet centré sur 2,5 ppm sont attribués aux 

protons méthylènes (CH2) et le signal à 5,15 ppm correspond au proton méthine (CH) de la 

chaîne principale. Le signal situé à 1,5 ppm est caractéristique des protons méthylènes (CH2) 

proches du carbone C4 des chaînes latérales. Le signal intense à 1,22 ppm est attribué aux 

autres protons méthylènes (CH2) constitutifs des chaînes latérales des PHA. Le triplet à 0,85 

ppm est attribué aux protons du groupe méthyle terminal (CH3) des chaînes latérales. Le 

multiplet à 4,9 ppm est attribué aux protons méthylènes de la double liaison (H2C=) et le 

multiplet à 5,74 ppm au proton méthine (=CH-) de la double liaison. Le multiplet à 2 ppm est 

attribué aux protons méthylènes en α du groupe insaturé.  
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Figure II.6 : Spectres RMN 1H (A) et 13C (B) du PHAMCL insaturé produit par TE9 à partir d’huile 

de coprah (5g/L) et acide 10-undécènoïque (0,5 g/L). 
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Le spectre RMN 13C de ce même polymère est présenté en figure II.6,B.  Les carbones 

constitutifs de la chaîne principale présentent les mêmes signaux de déplacement chimique 

pour tous les monomères de PHA. Ainsi, le déplacement chimique majeur du carbone C1 (C=O) 

a été détecté à 169 ppm, celui du C2 à 39 ppm et du C3 à 71 ppm. Le carbone C4 des groupes 

méthylènes des chaînes latérales est détecté à 33 ppm. Les déplacements chimiques à 14 ppm 

correspondent aux carbones des groupes méthyles terminaux (CH3) des chaînes latérales et 

les déplacements chimiques observés entre 22 ppm et 31 ppm correspondent aux carbones 

des différents groupements méthylènes (CH2) constitutifs des chaînes latérales de PHA. La 

présence de double liaison est confirmée par la présence de déplacements chimiques à 114 

ppm ainsi qu’à 139 ppm correspondants respectivement aux carbones des groupements 

méthylènes (=CH2) et méthines (=CH-) de la double liaison. Le déplacement chimique à 34 ppm 

correspond aux groupes méthylènes en α de la double liaison. 

Les spectres RMN 1H permettent également de déterminer le pourcentage 

d’insaturation. La proportion entre les monomères saturés et insaturés peut être calculée par 

le rapport entre l’intégration du signal à 5,74 ppm (correspondant au proton méthine de la 

double liaison (=CH-)) et celle du signal à 5,15 ppm (correspondant aux protons méthylènes 

(CH2) proches du carbone β dans les chaînes latérales) 9 (Equation ci-dessous).  

 

%�	 = 	� =  

�,�� ���


�,�� ���
 × 100 

 

Les taux d’insaturation déterminés pour les différents PHAMCL insaturés sont regroupés dans 

le tableau II.4. Certaines fermentations ont été réalisées dans des conditions identiques, les 

résultats de caractérisation des polymères ainsi produits sont présentés avec des valeurs 

moyennes, exprimés par un écart-type «±». 
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Pour les PHA produits par la souche RA26 à partir d’octanoate de sodium et d’acide 

10-undécènoïque à 0,2 g/L, les taux d’insaturation sont limités à 12,6%. Par contre, les PHA 

produits par la souche NC532 en présence d’un mélange d’octanoate de sodium et d’acide 10-

undécènoïque à 0,5 g/L atteignent des taux d’insaturation de 33%.  

 

Les souches bactériennes NC532, RA26 et TE9 ont également été cultivées à partir d’un 

mélange d’huile de coprah à concentration fixe de 5 g/L et de concentrations croissantes 

d’acide 10-undécènoïque variant de 0,2 g/L à 1 g/L. (Figure II.7). 

 

 

Figure II.7 : Taux d’insaturation des polymères produits par les souches TE9, RA26 et 

NC532 à partir d’huile de coprah à 5 g/L et d’acide 10-undécènoïque 

 

Les PHA produits par la souche RA26 ont un taux d’insaturation de 15,8% à une 

concentration d’acide 10-undécènoïque de 0,2 g/L, de 35,3% pour 0,5 g/L d’acide 10-
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undécènoïque, et de 48,6% pour 0,8 g/L. Le taux d’insaturation atteint au maximum 54,1% en 

présence d’acide 10-undécènoïque à 1 g/L. 

Les PHA produits par la souche TE9 présentent un taux d’insaturation proche de 11% 

à une concentration en acide 10-undécènoïque de 0,2 g/L. A 0,5 g/L le taux d’insaturation est 

en moyenne de 25%, puis 45,8% avec 0,8 g/L d’acide 10-undécénoïque, et il atteint jusqu’à 

69,7% à la concentration la plus élevée en acide 10-undécènoïque testée ici 1 g/L. 

Concernant la souche NC532, les PHA produits en présence d’huile de coprah à 5 g/L 

et d’acide 10-undécènoïque à 0,2 g/L présentent un taux d’insaturation de 10,2%. Ce taux 

augmente à 37,1% d’insaturation lorsque la concentration dans le milieu de production passe 

à 0,5 g/L d’acide 10-undécénoïque. La concentration d’acide 10-undécènoïque la plus élevée 

avec laquelle a été cultivée la souche NC532 est 0,8 g/L et a permis d’obtenir des PHA dont le 

taux d’insaturation atteint 75,1% en moyenne, soit des taux bien supérieurs à ceux obtenus 

avec les souches RA26 et TE9 dans les mêmes conditions. Pour cette raison, la souche NC532 

a également été cultivée en présence de 0,35 g/L d’acide 10-undécèoïque et 5 g/L d’huile de 

coprah, ce qui a conduit à la production d’un PHA présentant un taux d’insaturation de 16%. 

L’analyse RMN 1H des PHA produits par les trois souches RA26, TE9 et NC532 démontre 

sans ambiguïté que la concentration en acide 10-undécènoïque influence la proportion en 

monomères insaturés au sein du PHA. L’augmentation du taux d’insaturation est corrélée  à 

l’élévation de la concentration en acide 10-undécènoïque24-26. La proportionnalité entre la 

concentration en acide 10-undécènoïque et le taux d’insaturation des polymères étant 

différente pour chaque souche bactérienne, la connaissance des conditions de culture 

optimales spécifiques à chaque souche est nécessaire afin de pouvoir anticiper le taux 

d’insaturation final du polymère et ainsi produire des PHA présentant un taux d’insaturation 

contrôlé et reproductible.  

Sur la base de ces résultats, des fermentations en volume de 14 à 18L ont été menées 

afin de produire des quantités plus importantes de PHA. L’objectif étant de produire des 

PHAMCL insaturés présentant un taux d’insaturation compris entre 20% et 30%. Les souches 

TE9 et NC532 ont été cultivées en présence d’huile de coprah à 5 g/L et d’acide 10-

undécènoïque à 0,5 et 0,6 g/L pour la souche TE9, et 0,35 g/L pour la souche NC532. Les 
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résultats de caractérisation par RMN 1H des PHA issus de ces productions sont présentés en 

vert dans le tableau II.4 (page 103).  

La production réalisée avec la souche NC532 en présence de 0,35 g/L d’acide 10-

undécènoïque a permis d’obtenir des PHAMCL présentant 14,3% d’insaturations. La souche TE9 

cultivée en présence de 0,5 g/L d’acide 10-undécènoïque produit un PHAMCL insaturé à 22% et 

25,6%, et 28,8% lorsqu’elle est cultivée avec 0,6 g/L d’acide 10-undécènoïque.  

Les PHA issus des productions en bioréacteur 14L et 18L présentent des taux 

d’insaturation en adéquation avec les résultats précédemment obtenus dans des conditions 

de concentrations en substrats carbonés similaires en Erlen 1,8L et bioréacteur 3,5L, ce qui 

permet d’envisager un transfert à une échelle de production semi-industrielle.  
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II.3.2.3 Détermination de la composition monomérique des 

PHA par CGSM 
 

L’analyse par CGSM permet de déterminer la composition monomérique des PHA. Les 

spectres de masse des esters méthyliques triméthylsylilés présentent les fragments 

caractéristiques [(CH3)3SiO+=CHCH2CO2CH3] à m/z 175 et [RCH=O+Si(CH3)3] à m/z [M-73] 

résultant du clivage en α du groupement hydroxyl triméthylsylilé. Les esters méthyliques 

triméthylsylilés ne présentent généralement pas d'ion moléculaire mais le fragment lié à l'ion 

moléculaire à m/z [M-15] est assez intense et peut être utilisé pour déterminer la longueur de 

chaîne des monomères (Figure II.8).  

 

 

Figure II.8 : Schéma de fragmentation obtenu en CGSM  à partir d'esters méthyliques 

triméthylsylilés de 3-hydroxyalcanoates 11,27. 

 

L'existence d'une double liaison peut être déduite de la masse molaire du fragment à 

m/z [M-15], qui compte deux unités de masses atomiques de moins que son homologue 

saturé 11. D'autres fragments de masses inférieures sont également caractéristiques du 

groupe fonctionnel 3-hydroxyle et facilement attribuables : m/z 73 [(CH3)3Si+], m/z 89 

[(CH3)3SiO+], m/z 131 (C5H11Si02)+, m/z 133 (C5H13SiO2)+ et m/z 159 (C6H11SiO3)+ 27 (figure II.9). 
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Les temps de rétention sont référés à ceux obtenus préalablement à l’aide de monomères 

standards de chaîne carbonée de différentes longueurs.  

 

 

 

Figure II.9 : Spectres de masse des monomères de 3HO (a) et 3HN:1 (b) du PHA produit par 

la souche TE9 sur un mélange d’huile de coprah à 5 g/L et acide 10-undécènoïque à 1 g/L. 
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La composition en monomères saturés et insaturés des PHA produits par les souches 

NC532, RA26 et TE9 est représentée figure II.10. 

  

 

 

 

 

 

Figure II.10 : 
Composition 
monomérique (mol%) 
des PHA produits par les 
souches NC532 (A), 
RA26 (B) et TE9 (C) à 
partir d’huile de coprah 
(H.coprah) ou 
d’octanoate de sodium 
(Oct. Na) en mélange 
avec de l’acide 10-
undécènoïque en 
concentration variable.         

(3HHx :                            

3-Hydroxyhexanoate, 

3HHp:1 :                          

3-Hydroxyheptènoate,           

3HO :                               

3-Hydroxyoctanoate, 

3HN:1 :                             

3-Hydroxynonènoate, 

3HD :                               

3-Hydroxydécanoate, 

3HUD:1 :                         

3-Hydroxyundécènoate,     

3HDD :                            

3-Hydroxydodécanoate) 

A 

B 

C 
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Pour les PHAMCL insaturés produits à partir d’octanoate de sodium et d’acide 10-

undécènoïque, la composition monomérique reflète la structure du substrat c’est-à-dire une 

chaîne carbonée en C8. En effet, le composé majoritaire est le 3-hydroxyoctanoate (3HO) qui 

peut représenter jusqu’à 85% pour le PHA produit par la souche RA26.  

Les PHAMCL saturés produits par la souche TE9 à partir d’huile de coprah seule sont 

composés principalement de 3HO à 42%, de 3-hydroxydécanoate (3HD) à 39% et de 3-

hydroxydodécanoate (3HDD) à 18%. 

   

     En mélange avec de l’huile de coprah, l’augmentation de la concentration en acide 10-

undécènoïque dans le milieu de production influence la composition finale des polymères. En 

effet, à des concentrations faibles en acide 10-undécènoïque, les monomères majoritaires 

sont le 3HO et le 3HD, les monomères insaturés tels que le 3HN:1 et le 3HUD:1 sont présents 

en plus petites proportions. Par exemple, un polymère produit par RA26 à partir d’huile de 

coprah à 5 g/L en mélange avec de l’acide 10-undécènoïque à 0,2 g/L est composé 

majoritairement de 3HO et de 3HD à 41,1% et 29,5% et de 2% de 3HHx, 1,5% de 3HHp:1, 9,8% 

de 3HN:1, 4,6% de 3HUD:1 et 11,5% de 3HDD. Lorsque la concentration en acide 10-

undécènoïque augmente, la proportion de monomères saturés diminue au profit des 

monomères insaturés qui deviennent alors majoritaires. Ainsi, un PHA produit par la souche 

TE9 à partir d’huile de coprah à 5 g/L en mélange avec 1g/L d’acide 10-undécènoïque est 

composé majoritairement de 46,3% de 3HN:1 et de 31% de 3HUD:1 et minoritairement de 

3HHp:1 (3,4%), de 3HO (8,9%), de 3HD (7,5% ) et de 3HDD (2,9%).   

 

Les analyses CGSM réalisées sur les PHA produits en volume 14L et 18L (Tableau II.5) sont 

comparables à celles obtenues dans les mêmes conditions de cultures en bioréacteur de 3,5L, 

avec des PHA composés majoritairement de 3HO et 3HD pour les monomères saturés et de 

3HN:1 et 3HUD:1 pour les principaux monomères insaturés.  
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Les résultats de composition monomérique des PHA produits par les souches RA26, TE9 et 

NC532 cultivées à partir d’huile de coprah et d’acide 10-undécènoïque ont mis en évidence 

l’utilisation de la voie de la β-oxydation des acides gras. En effet, lors de la biosynthèse, les 

PHA qui s’accumulent  sont constitués de monomères ayant la même longueur de chaîne que 

le substrat ou d’une longueur égale à un ou plusieurs motifs plus courts de 2 atomes de 

carbone que le substrat 29,30. Les monomères majoritaires au sein des PHA produits sont le 

3HO, 3HD et 3HDD, c’est-à-dire à 8, 10 et 12 carbones pour les monomères saturés et le 3HN:1 

et 3HUD:1 c’est-à-dire à 9 et 11 carbones pour les monomères insaturés. Pour rappel, l’huile 

de coprah est majoritairement constituée d’acides gras saturés à 12 et 14 carbones, l’acide 

10-undécènoïque représente quant à lui une chaîne insaturée à 11 carbones.   

Lorsque la voie de la β-oxydation des acides gras est utilisée comme principale voie pour la 

synthèse des PHA, les acides gras sont convertis en thioesters d’acyl-Co-A correspondants et 

oxydés par la β-oxydation de l’acide gras via le trans-2-énoyle-Co-A et le (S)-3-hydroxyacyl-Co-

A en 3-cétoacyl-Co-A. Ce dernier est ensuite clivé par une 3 cétothiolase en acétyl-Co-A et 

acyl-Co-A. Cette voie produit des sous-unités contenant deux atomes de carbone de moins 

que l'acyl-Co-A entré dans le premier cycle. Ces intermédiaires du cycle de β-oxydation sont 

convertis par voie enzymatique en (R) -3-hydroxyacyl-Co-A, qui sert alors de substrat pour la 

PHA synthase30-33.  
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II.3.2.4 Localisation des insaturations au sein des PHA par 

CGSM 

 

Afin de localiser les insaturations au sein de la chaîne latérale des monomères 

insaturés, les PHA ont été soumis à une triple dérivation (hydrolyse-méthanolyse, acétylation, 

thiométhylation) 9 et les esters méthyliques thiométhyl acétylés ont été analysés selon le 

même programme en CGSM que pour les dérivés méthylés triméthylsylilés. Les spectres de 

masse des esters méthyliques d'acides 3-hydroxyalcénoïques thiométhyl acétylés mettent en 

évidence l’ion moléculaire [M•+] ainsi que d’autres fragments caractéristiques permettant 

d'identifier sans ambiguité la position de la double liaison. Les fragments [A+] et [B+] 

proviennent du clivage de la liaison carbone-carbone entre les deux groupes méthyle sulfide 

CH3S, comme le montre le schéma de fragmentation (figure II.11).  

 

Figure II.11 : Schéma général de fragmentation des dérivés de méthyl esters thiométhyl 

acétylés. 9 
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Le fragment [B+] est souvent faiblement détecté car il se décompose rapidement pour 

donner le fragment [C+] par perte du groupement O-acétyle.  En fonction de la longueur de la 

chaîne latérale, différents fragments caractéristiques sont aisément détectés et permettent 

de localiser la position de la double liaison. 

L’ensemble des PHAMCL produits par les souches RA26, TE9 et NC532 pour lesquels la 

présence d’insaturation a été mise en évidence par RMN 1H ou l’analyse GCMS (esters 

méthyliques triméthylsylilés) a été soumis à l’analyse CGSM des dérivés esters méthyliques 

thiométhyl acétylés afin d’étudier la position de la double liaison.  

Les masses des fragments caractéristiques correspondant aux monomères mono-

insaturés au sein des PHAMCL étudiés sont rassemblés dans le tableau II.6 et permettent de 

localiser sans ambiguïté la double liaison en position terminale au sein des PHAMCL insaturés. 

Le symbole ∆ indique la position de l’insaturation.  

 

Tableau II.6 : Fragments caractéristiques des dérivés esters méthyliques thiométhyl 
acétylés obtenus pour quelques monomères mono-insaturés constitutifs des PHAMCL 

insaturés. 

Monomère  [A+] [B+] [C+] [M●+] 

3HHp:1∆6  61 233 173 294 

3HN:1∆8  61 261 201 322 

3HUD:1∆10  61 289 229 350 

3HDD:1∆11  61 303 243 364 

 

Ainsi, le spectre de fragmentation présenté en figure II.12 montre plusieurs fragments 

caractéristiques qui permettent d’identifier le monomère 3HUD:1∆10 : l’ion moléculaire [M•+] 

est détecté à m/z 350 qui correspond à un monomère à 11 carbones. De plus, le fragment [A+] 

à m/z 61 (CH2=S+CH3) et le fragment [B+] à m/z 289 résultent du clivage de la liaison entre les 

deux groupes SH-CH3 indiquant la position terminale de la double liaison.  

Par ailleurs, le fragment [C+] à m/z 229 qui est issu de la décomposition rapide du [B+-

HOAc] est également visible et permet de confirmer l’identification du 3HUD:1∆10. 
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Figure II.12 : Spectre de masse du dérivé d'ester méthylique thiométhyl acétylé de 

3HUD:1Δ10 constitutif du PHA produit par la souche RA26 cultivée en présence d’huile de 

coprah (5 g/L) et d’acide 10-undécénoïque (0,8 g/L). 

 

Les spectres de masse des dérivés d'esters méthyliques thiométhyl acétylés de PHAMCL 

produits par les souches bactériennes RA26, TE9 et NC532 en présence d’huile de coprah et 

d’octanoate de sodium en mélange avec de l'acide 10-undécénoïque ont donc permis de 

confirmer la localisation de l'insaturation en position terminale de la chaîne latérale. Cette 

position terminale rend la double liaison très accessible et donc particulièrement intéressante 

pour les réactions de modifications chimiques envisagées dans la suite de cette étude. 
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II.3.2.5 Détermination de la masse molaire par CES 
 

L’analyse par chromatographie d’exclusion stérique permet de déterminer la masse 

molaire moyenne d’un polymère, caractérisée principalement par deux valeurs : la masse 

molaire en poids (��) et la masse molaire en nombre (��), et son indice de polydispersité 

(IP = Mw/Mn). Les valeurs de �� et d’IP sont indiquées dans le tableau II.4 (page 103).  

Pour les polymères produits par la souche RA26 à partir d’huile de coprah et d’acide 

10-undécènoïque, les valeurs moyennes de  �� observées se situent entre 122 800 g/mol et 

140 700 g/mol avec un indice de polydispersité d’environ 2, ce qui est classiquement observé 

pour les PHA34,35. Ceux produits à partir d’octanoate de sodium présentent une �� de 158 050 

g/mol. Les PHA biosynthétisés par la souche TE9 sont caractérisés par des �� variant de 

145 700 g/mol à 221 900 g/mol.  Enfin, les PHA produits par la souche NC532 à partir 

d’octanoate de sodium possèdent des  �� entre 193 000 g/mol et 238 500 g/mol. Pour ceux 

produits à partir d’huile de coprah, les valeurs moyennes de �� observées se situent entre 

101 500 g/mol et 264 600 g/mol. 

Les différents paramètres utilisés lors de la fermentation bactérienne tels que le 

volume de culture, la durée de fermentation ou la concentration en substrat carboné ne 

semblent pas influencer la masse molaire des PHA biosynthétisés. De plus, les masses molaires 

observées pour ces polymères se situent dans la gamme de valeurs classiquement observées 

pour les PHAMCL 
36

 et les valeurs obtenues sont cohérentes avec celles obtenues pour les 

PHAMCL produits par la souche RA26 cultivée sur d’autres substrats carbonés lors de 

précédents travaux 10,22.  

Les PHA produits en bioréacteur en volume de 14L et 18L (en vert dans le tableau II.4 

page 103) présentent des masses molaires comparables à celles obtenues dans les mêmes 

conditions en Erlen 1,8L ou en bioréacteur 3,5L. Ainsi la production réalisée avec la souche 

NC532 en présence de 0,35 g/L d’acide 10-undécènoïque a permis d’obtenir des PHAMCL de 

149 300 g/mol avec un indice de polydispersité de 2,2.  La culture de la souche TE9 en volume 

de 14L et 18L a permis la production de PHAMCL de 120 000 g/mol à 154 000 g/mol avec un IP 

entre 1,8 et 2,0. 
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II.3.2.6 Détermination des propriétés thermiques par AED 

 

L’étude des courbes obtenues par AED permet de déterminer la température de 

transition vitreuse (Tg pour « glass temperature), la température de fusion (Tm pour « melting 

temperature) et l’enthalpie de fusion (ΔHm) des polymères. Les différentes valeurs de Tg, Tm 

et ΔHm obtenues pour les PHA produits à partir des souches NC532, RA26 et TE9 sont 

regroupées dans le tableau 4 (page 103).  

Concernant les PHA produits par les souches NC532, RA26 et TE9 à partir d’un mélange 

d’huile de coprah et d’acide 10-undécènoïque, les analyses AED montrent que la Tg a 

tendance à diminuer lorsque le taux d’insaturation augmente. Par exemple, la Tg varie de -

45°C pour 10,6% d’insaturation jusqu’à se stabiliser aux alentours de -50°C à partir de 45% 

d’insaturation pour des PHA produits par la souche RA26. La température de fusion de ces 

polymères oscille sur une amplitude assez restreinte de 48,6°C à 44°C sans présenter de 

tendance franche liée au taux d’insaturation. L’enthalpie de fusion varie de façon plus 

significative passant de 10 J/g à 3 J/g pour les PHA produits par la souche TE9 comportant 11% 

et 45,8% d’insaturation respectivement (figure II.13), ce qui montre qu’il y a très peu de zones 

cristallines quand les chaînes latérales sont longues. 
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Figure II.13 : Courbes AED de PHAMCL insaturés produits par la souche TE9 à partir d’un 

mélange d’huile de coprah (5 g.L-1) et différentes concentrations d’acide 10-undécenoïque 

(0,2 g/L : a), (0,5 g/L : b), (0,8 g/L : c), (1 g/L : d). 

 

Concernant les PHA produits à partir d’un mélange d’octanoate de sodium et d’acide 

10-undécènoïque, les valeurs de Tg sont nettement supérieures à celles obtenues à partir de 

coprah dans les mêmes conditions de concentration d’acide 10-undécènoïque : la Tg est de     

-39°C pour un PHA produit à partir de la souche RA26 sur octanoate de sodium contre -45°C 

pour un polymère produit à partir d’huile de coprah à des taux d’insaturation proches de 

12,6% et 15,8%. Les valeurs de Tm sont par contre un peu plus élevées : 53,3°C en moyenne 

pour les polymères produits à partir d’octanoate de sodium.  

Pour certains PHA dont le taux d’insaturation est élevé (70%), il n’a pas pu être 

déterminé de température de fusion ni d’enthalpie de fusion qui peut s’expliquer par un 

caractère très amorphe du polymère à température ambiante.  

Les PHA produits en bioréacteur de volume 14L et 18L (en vert dans le tableau II.4 page 

103) présentent des propriétés thermiques du même ordre que ceux précédemment obtenus 
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dans des conditions de cultures similaires en volumes plus faibles. Ainsi, les productions en 

bioréacteur de 14L et 18L réalisées avec la souche TE9 ont donné des PHAMCL aux Tg comprises 

entre -45,8°C et -46,2°C, des Tm comprises entre 46,3°C et 49,2°C et des enthalpies de fusion 

de 8 J/g à 9,7 J/g. La production réalisée avec la souche NC532 en présence de 0,35 g/L d’acide 

10-undécènoïque a permis d’obtenir un PHAMCL dont la Tg est -46,4°C, la Tm 52,7°C et une 

enthalpie de fusion de 10,8 J/g.  

Dans la littérature37, une tendance similaire a été observée pour des polymères de 

PHOU au taux d’insaturation variable de 5% à 94%. Le PHOU le plus faiblement insaturé (5%) 

a présenté une Tg de -35°C, une Tm de 59°C et une enthalpie de fusion de 20J/g. une 

diminution de ces valeurs concomitante ave l’augmentation du taux d’insaturation. Ainsi, le 

PHOU le plus fortement insaturé (94%) présentait une Tg plus faible à -50°C, une Tm ainsi 

qu’une enthalpie de fusion non détectable. 

Le taux d’insaturation des PHA a donc une influence sur leurs propriétés thermiques, 

en particulier sur l’enthalpie de fusion qui décroit fortement voire devient non détectable 

lorsque le taux d’insaturation atteint 70%, permettant de caractériser une forme totalement 

amorphe du polymère.   
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II.4 Conclusion 
 

Ce deuxième chapitre rend compte de la mise en culture de souches bactériennes 

issues de la biodiversité bactérienne marine de Polynésie Française et de Nouvelle Calédonie 

(Collection Ifremer / IPNC) pour la production de PHAMCL aptes à la post-fonctionnalisation. 

Pour cela, les bactéries ont été placées en culture en milieu liquide en présence de différents 

substrats carbonés, seuls ou en mélange, en concentrations variables afin d’optimiser les 

rendements de production. Il s’est avéré que les souches RA26 (Pseudomonas guezennei), TE9 

(Pseudomonas raguenesii) et NC532 sont des candidates intéressantes pour la production de 

PHAMCL insaturés notamment à partir d’un mélange d’huile de coprah et d’acide 10-

undécènoïque. Ainsi, des rendements de production de PHA allant jusqu’à 38% ont pu être 

obtenus avec la souche TE9. Les PHA ont été caractérisés par RMN et FTIR-ATR pour la 

structure chimique, par CGSM pour la composition monomérique et la localisation des 

doubles liaisons, par AED pour l’analyse des propriétés thermiques et par SEC pour la 

détermination de la masse molaire. L’ensemble de ce travail de caractérisation a mis en 

évidence la nature des PHA à moyennes chaînes et a révélé que la concentration en acide 10-

undécènoïque dans le milieu de production influence directement le taux d’insaturation du 

polymère, permettant ainsi d’anticiper sa structure par l’ajustement des conditions de 

fermentation. Il a ainsi été montré que les PHA présentent des poids moléculaires élevés (en 

moyenne 150 000 g/mol), sont composés majoritairement de monomères saturés de 3HO et 

3HD et de monomères insaturés de 3HN:1∆8 et 3HUD:1∆10 et présentent un caractère 

faiblement cristallin (Tg ≈ -46°C et Tm ≈ 46°C).  

L’ensemble des expériences d’optimisation en bioréacteur 3,5L nous a permis de 

transférer la production des PHAMCL à l’échelle supérieure (14L et 18L) en conservant le taux 

d’insaturation et la composition monomérique du PHA. Ce travail d’optimisation constitue 

donc une première étape et devrait permettre le transfert à une échelle de production semi-

industrielle. 

A l’issue de cette première partie de thèse, deux échantillons de PHAMCL présentant un 

taux d’insaturation de 25,6% et 28,8% ont été produits avec la souche TE9 en quantité 

suffisante et retenus pour la réalisation des expériences de fonctionnalisation visant à 
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élaborer de nouveaux biomatériaux visibles en IRM qui seront présentés dans les chapitres 

suivants.  
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CHAPITRE III :  

 

NANOCAPSULES DE POLY(3-

HYDROXYALCANOATE) AMPHIPHILES ET 

PERFLUOREES POUR L’IMAGERIE PAR 

RESONANCE MAGNETIQUE 19F 
 



127 
 

 

  



128 
 

 

Présentation de l’article 
 

Dans le chapitre précédent, nous avons produit un PHAMCL insaturé à partir d’une 

bactérie marine, Pseudomonas raguenesii, cultivée sur un mélange d’huile de coprah et 

d’acide 10-undécènoïque. La présence de fonctions alcènes en position terminale des chaînes 

latérales de PHA permet donc d’envisager une fonctionnalisation finement contrôlée grâce à 

l'efficacité de l'addition thiol-ène.  

Dans cet article, nous cherchons à élaborer des nanoparticules visibles par IRM 19F. 

Pour cela, des nanocapsules fluorées et PEGylées à base de PHA contenant un noyau liquide 

de bromure de perfluorooctyle (PFOB) ont été formulées par un processus d'émulsion-

évaporation. Les groupements perfluorés permettent de favoriser les interactions avec le 

PFOB, et d'autre part, Le poly(éthylène glycol) (PEG) permet d’améliorer l'hydrophilie et 

d’échapper aux cellules phagocytaires du système immunitaire. Le PHA fluoré amphiphile, 

PHA-g-(F ; PEG), a été préparé par deux réactions d’addition thiol-ène contrôlées successives. 

Trois thiols ayant des longueurs de chaînes fluorées variables ont été greffées : le 

trifluoropropanethiol (CF3), le perfluorooctanethiol (C6F13) et le perfluorodécanethiol (C8F17). 

Le PEG-SH d’une masse molaire de 550 g/mol a d‘abord été synthétisé puis greffé sur le PHA 

fluoré. Les nanocapsules PFOB à base de PHA-g-(F ; PEG) ainsi produites, d’un diamètre proche 

de 250-300 nm s’avèrent visibles en imagerie par résonance magnétique du fluor 19F avec un 

temps d’acquisition de 15 min, ce qui est prometteur pour envisager une application clinique 

ultérieure. Ces nanocapsules à base de PHA-g-(F ; PEG) constituent une nouvelle génération 

de nanovecteurs thérapeutiques biocompatibles très prometteuses pour des applications 

comme agents de contraste innovants pour l'IRM. 
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III.1 Abstract 
 

Nanoparticles have recently emerged as valuable tools in biomedical imaging 

techniques. Here PEGylated and fluorinated nanocapsules based on poly(3-hydroxyalkanoate) 

containing a liquid core of perfluorooctyl bromide PFOB were formulated by an emulsion-

evaporation process as potential 19F MRI imaging agents. Unsaturated 

poly(hydroxyalkanoate), PHAU, was produced by marine bacteria using coprah oil and 

undecenoic acid as substrates. PHA-g-(F; PEG) was prepared by two successive controlled 

thiol-ene reactions from PHAU with firstly three fluorinated thiols having from 3 up to 17 

fluorine atoms and secondly with PEG-SH. The resulting PHA-g-(F; PEG)-based PFOB 

nanocapsules, with a diameter close to 250–300 nm, are shown to be visible in 19F MRI with 

an acquisition time of 15 min. The results showed that PFOB-nanocapsules based on PHA-g-

(F; PEG) have the potential to be used as novel contrast agents for 19F MRI. 

 

III.2 Introduction 
 

19F magnetic resonance imaging (MRI) has considerably developed since recent years 

in clinical practice 1–4. The most frequently used contrast agents are liquid perfluorocarbons, 

such as perfluoro-15-crown-5-ether, perfluorooctyl bromide (PFOB) (17 fluorine atoms) and 

perfluoropolyethers (PFPE)5-7. These molecules have intrinsic physico-chemical and biological 

properties that are particularly well suited for in vivo applications, such as non-toxicity and 

biological and chemical inertness8-11. Due to their hydrophobic and lipophobic character, they 

are formulated with surfactants or encapsulated into polymer particles12,13. Thus, several 

surfactants have been studied to ensure capsule formation with a PLGA polymer shell and a 

PFOB liquid core such as polyvinyl alcohol and sodium cholate14. Systemic administration of 

these systems requires coatings to prevent uptake by macrophages. For this, different 

strategies have been developed including surface coating with polysaccharides or 

polyethylene glycol PEG chains15. PEGylated polyester nanocapsules have been shown to be 

of interest for MRI and their long circulating properties and capacity to diagnose tumors have 

been demonstrated in vivo15,16. Fluorinated copolymers containing fluorinated units based on 
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acrylic acid derivatives as 2,2,2-trifluorethylacrylate20, 2,2,2-trifluorethyl methacrylate21,22, 

poly[N-(2,2-difluorethyl) acrylamide]23 or octafluoropentyl methacrylate24 were synthesized. 

Although a high density of fluorine atoms is required to be MRI visible25-27, it may lead to an 

aggregation in aqueous medium because of the hydrophobic character of the fluorinated 

groups. Moreover, Houvenagel et al. showed that the presence of fluorinated groups into the 

polymer itself considerably improves the encapsulation rate of PFOB inside the nanoparticles 

compared to the native polymer28. In order to increase their solubility in water, hydrophilic 

blocks were added. Fluoro-copolymers exhibit self-assembly properties28-31, which rely on the 

ability of fluorinated molecules to assembly into a fluorinated phase that is both hydrophobic 

and lipophobic32-34.  

In this context, we propose to design a novel polymeric amphiphilic probe suitable for 19F MRI 

that possesses both high fluorine atom content, adequate water solubility and reliable 

biodegradability property. Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAs) are natural polyesters produced 

and accumulated by many bacteria as carbon and energy supply when essential nutrients are 

limited35-37. Biomaterials based on PHAs have been recently developed for medical or 

pharmaceutical applications such as tissue engineering, implants or drug delivery carriers due 

to their proven biodegradability, biocompatibility and lack of toxicity38-41. The combinations 

of the hydrophobic character of PHA and hydrophilic PEG were used to prepare amphiphilic 

block and grafted copolymers42. The grafting reactions are mainly realized on unsaturated 

PHAs. The most common unsaturated PHA obtained by fermentation43 in presence of 

undecenoïc acid is the poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecenoate) which contains 

terminal alkene groups in the side chains.  Water soluble poly(3-hydroxyalkanoate) containing 

ionic groups was recently designed by two successive photo-activated thiol-ene reactions in 

presence of sodium-3-mercapto-1-ethanesulfonate and PEG methyl ether thiol to both 

introduce ionic groups and hydrophilic blocks44. Babinot previously developped 

multicompartment micelles (MCMs) based on grafted PHAs. Thiol-ene addition is used to graft 

sequentially perfluorooctyl chains and PEG oligomers onto poly(3-hydroxyoctanoate-co-

hydroxyundecenoate) oligomers45.  

Herein, we report on the design of amphiphilic fluorinated PHA using a straightforward 

methodology starting from a novel unsaturated mcl-PHA, (PHAU). PHAU, produced by marine 

bacteria Pseudomonas raguenesii, is a statistical copolymer bearing pendant hydrophobic 
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unsaturated chains. Our strategy relies on a stepwise use of the thiol-ene addition to graft 

perfluorinated chains containing from 3 to 17 fluorine atoms and hydrophilic poly(ethylene 

glycol) (PEG) chains onto PHAU unsaturated side chains. Nanocapsules containing a liquid core 

of perfluorooctyl bromide (PFOB) were prepared by an emulsion-evaporation process and 

designed as contrast agents for 19F MRI.  

 

III.3 Materials and methods  
 

III.3.1 Materials  
 

Chloroform (CHCl3), methanol (MeOH) and dichloromethane (CH2Cl2) were ob-tained 

from Carlo Erba (Val de Reuil, France). Dialysis membranes (MWCO 1 and 6–8 KDa) were 

procured from Spectrumlabs. Polyethylene glycol 550 monomethyl ether and 4-

toluenesulfonyl chloride (TsCl) were obtained from Fluka (Buchs, Switzerland), potassium 

thioacetate and 4-dimethylamino pyridine (DMAP) were purchased from Sigma Aldrich 

(Burlington, MA, United States). Perfluorodecan-1-thiol was purchased from ELF-Atochem 

(Colombes, France), perfluorooctan-1-thiol and perfluorooctyl bromide from Sigma Aldrich 

(Burlington, MA, United States) and trifluoropro-pan-1-thiol from Fluorochem (Glossop, 

United Kingdom). 

 

III.3.2 PHA(72)U(28) biosynthesis 
 

Pseudomonas raguenesii sp. nov. (strain CNCM I-4063 in the Collection Nationale de 

Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, France)46 was cultivated in a two-steps 

batch cultivation process. In the first step, the cells were inoculated at 10% (v/v) with a 

suspension of cells in exponential phase and grown in 5L Erlenmeyer flasks containing 2 L of 

marine broth medium (for 1 liter : 5g peptone, 1g yeast extract, 20g Sea Salts, pH 7.6) in an 

incubator at 34°C, 160 rpm. After the cultivation for 8 h, cells were harvested by centrifugation 

(7000 rpm, 15min), and transferred into 30 L fermenter containing 18 L nitrogen free medium 

(15 g.L-1 sea salts) enriched with a mixture of coprah oil (5 g.L-1) and 10-undecenoic acid (0.6 
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g.L-1). Culture was incubated at 34°C, pH is adjusted at 7.6 throughout the fermentation 

process by automatic addition of 1M NaOH or 1M H2SO4 and the oxygenation is ensured by a 

light air flow. Following cultivation for 72 h, cells were harvested by centrifugation (7000 rpm 

for 15 min), and the pellets lyophilized prior to PHA extraction. Pellets of freeze-dried cells 

were ground with a mortar and pestle, the resulting powder was extracted with chloroform 

for 4 h at 50 °C. The PHA-containing chloroform phase was washed once with water and 

concentrated. The organic phase was evaporated to dryness, and purified PHA were obtained 

by repeated precipitations in 10 volumes of cold methanol. 

 

III.3.3 PEG-SH synthesis 
 

PEG-SH was synthesized according to a method described elsewhere 41 carried out in 

three steps. Tosylation of PEG550 was carried out by mixing 30 g of MeO-PEG550 (54.5 mmol) 

and 33 mg of 4-dimethylamino pyridine (DMAP) (2.7 mmol) dissolved in 160 mL of CH2Cl2 / 

pyridine (1: 1) solution at 0°C under argon atmosphere. 18.7 g of 4-toluenesulfonyl chloride 

(TsCl) (98.1 mmol) are dissolved in 50 mL of CH2Cl2 and added dropwise and the solution is 

stirred overnight until brought back at RT. 200 mL of cold water are added and the aqueous 

phase is extracted 3 times with 150 mL of CH2Cl2. The accumulated organic phases are washed 

successively with 3 x 250 mL of a 1M HCl solution and 3 x 250 mL of a saturated NaCl solution. 

The solution obtained is dried over MgSO4 and then concentrated under reduced pressure to 

obtain 37.2 g of product (PEG550-OTs). To carry out the synthesis of PEG550-thioacetate, 37.2 g 

of PEG550-OTs (53 mmol) is dissolved in 200 mL of THF under argon. 11.6 g of potassium 

thioacetate (102 mmol) is added and the solution is refluxed for 20 h, inducing the formation 

of a white precipitate. After returning to RT, 400mL of water are added. Contents of the flask 

are extracted with 3 x 150 mL of CH2Cl2 and the organic phase is washed with 3 x 200 mL of 

water, treated with activated carbon, filtered and evaporated until an oil is obtained (15.3 g, 

yield 36%). 

To obtain the final PEG550-SH, 15.3 g of PEG550-thioacetate (25 mmol) is dissolved in 

200 mL of anhydrous MeOH under argon. 15 mL of 37% HCl are added and the resulting 

solution is refluxed for 2 h. 200 mL of water are added and the solution is extracted with 3 x 
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150 mL of CH2Cl2. The combined organic phases are washed with 3 x 200 of water and 3 x 250 

mL of NaCl solution, dried over MgSO4 and filtered. The solution is evaporated until a PEG550-

SH oil is obtained (11 g, yield 77%). 

 

 

III.3.4 Synthesis of PHAU-g-(F)  
 

Then 200 mg of PHA(72)U(28) (1233 × 105 g.mol−1, 3.54 × 10−4 mol C=C), 29 mg of AIBN 

(0.5 neq, 1.77 × 10−4 mol) and the necessary quantity of fluorinated thiol to obtain 0.8 neq 

corresponding to 135.8 mg of perfluorodecan-1-thiol (480 g.mol−1), 107.6 mg of perfluooroctyl 

mercaptan (380 g.mol−1), 37 mg of trifluoropropyl mercaptan (130 g.mol−1) were dissolved in 

6 mL of anhydrous toluene under argon, and solutions were heated at 80 °C for 20 h. Toluene 

was rotary evaporated and 1H NMR was conducted to determine the amount of fluorinated 

compounds grafted. 

 

III.3.5 Synthesis of PHA-g-(F ; PEG)    

 

Next, 200 mg of PHA previously grafted with fluorinated molecule, AIBN and PEG-SH 

were dissolved in 6 mL of anhydrous toluene under argon in the following proportions: for 

PHA(72)C8F17(12)PEG(16) 170 mg of PEG-SH, for PHA(72)U(20)C6F13(8) 230 mg of PEG-SH, and for 

PHA(72)U(20)CF3(8) 242 mg of PEG-SH were added. Solutions was heated at 80°C for 20h. Toluene 

was rotary evaporated and grafted polymers were dissolved in 30 mL of acetone. Solutions 

were poured in 30 mL of water and resulting colloidal suspensions were transferred into 

dialysis tube (molecular weight cut off, 6-8 000 Da) and dialyzed against water for 3 days prior 

to lyophilization. 

 

III.3.6 Polymer characterization 
 

1H, 19F and 13C NMR spectra were recorded in CDCl3 or H2O-D2O (9:1) on a Bruker AV400 

MHz. Size exclusion chromatography (SEC) experiments were determined in chloroform us-
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ing Shimadzu (Kyoto, Japon) LC-10AD pump with two Shodex GPC K-805 L columns (5 µm 

Mixte-C) using two PL aquagel-OH 40–30 columns (8 µm Mixte-C), at a con-centration of 10 

mg/mL. A Wyatt Technology (Santa Barbara, United States) Optilab Rex interferometric 

refractometer was used as detector, and low polydispersity index polystyrene standards (3 × 

104× 106 g/mol) were used to calibrate the system. Graft-ing of fluorinated compounds was 

assessed by Raman spectroscopy using a Raman microscope LabRAMHR from Horiba Jobin 

Yvon (Longjumeau, France) equipped with a laser emitting at 633 nm. Water contact angle 

measurements were performed using the Drop Shape Analysis system on a Krüss goniometer 

(Villebon-sur-Yvette, France). 

 

III.3.7 Preparation of nanoparticles 
 

Nanoparticles of perfluorobromide (PFOB) were prepared by an emulsion evaporation 

process adapted from 13. Then, 30 mg of PHA-F-PEG were dissolved into 2 mL of methylene 

chloride with 30µL  of PFOB. Organic phases were vortexed in 10 mL of 1.5% sodium cholate 

(w/v) aqueous solution for 1min and then emulsified 1 min by sonication (Ultrasonic 

processor) at 20% of maximal power, over ice. Solvent was evaporated by magnetic stirring at 

room temperature for 3 h, at 300 rpm. Suspensions were purified to remove sodium cholate 

and putative non-encapsulated PFOB by ultracentrifugation for 45 min at 18 000 g at 4°C. 

Pellets were resuspended in distilled water at the desired concentration and supernatants 

were analyzed by 19F NMR to ensure absence of residual PFOB. 

 

III.3.8 Nanoparticles characterization 
 

Nanoparticles size and surface charge were measured by dynamic light scattering (DLS) 

and zeta potential (ZP) on a Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, United Kingdom). 

Measurements were performed at 20 °C, at an angle of 173°. PHA-F-PEG nanoparticles 

morphology was investigated by transmission electron microscopy (Tecnai F20 microscope, 

FEI Company, Hillsboro, OR, USA). Samples were deposited on copper grids, dried at room 

temperature and then were colored with uracyl acetate (1 wt.%). 
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III.3.9 1H/19F MRI Imaging 
 

Images of phantoms containing nanoparticles solutions were acquired on a 7-T small 

animal MRI scanner (Bruker, Ettlingen, Germany) using a double tuned, 1H/19F coil at 

Neurospin (CEA, Saclay, France). Sample solutions (at 30 mg.mL-1) were placed in 1 mL 

syringes, water and commercial PFOB were used as reference. Images were acquired by cross 

sections of the syringes containing solutions to be analyzed. 1H MRI images were acquired for 

localisation of the samples and 19F MRI images were acquired using a turbo sequence, (RARE 

factor = 64, TE = 23.3 ms, TR = 4550 ms, number of average = 100, FOV = 0.2 x 0.2 mm, slice 

thickness = 8 mm, measurement time = 15 min 10 s). 

 

 

III.4 Results and discussion  
 

III.4.1 PHAU production 
 

The ability of Pseudomonas raguenesii to produce unsaturated PHA (PHAU) was tested 

using coprah oil (5 g.L-1) that is a vegetable oil from coconut composed of more than 90% of 

saturated fatty acids, in mixture with 10-undecenoic acid (0.5 g.L-1) to induce PHAU 

production. After 72h of culture, cells are harvested by centrifugation and PHAU is extracted 

from these freeze-dried pellets.  After extraction and purification, PHAU production has a yield 

of 17% (w/w). The molar mass is 123 000 g.mol-1 with polydispersity index of 1.8. The 13C NMR 

spectrum of the polymer is shown in Figure III.1. (HSQC spectrum is provided in the 

Supplementary Material, Figure S1). Chemical shifts of the C1 carbon (C=O) was detected at 

169 ppm, that of C2 at 39 ppm and C3 at 71 ppm. C4 carbon of the side chain methylene 

groups is detected at 33 ppm. The chemical shifts at 14 ppm correspond to the terminal 

methyl groups (CH3) of the side chains and the chemical shifts observed between 22 ppm and 

31 ppm correspond to the different methylene groups (CH2) of the side chains. The presence 

of a double bond is confirmed by the presence of peaks at 114 ppm and 139 ppm 

corresponding respectively to the methylene (=CH2) and methine (=CH-) groups of the double 
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bond. The chemical shift at 34 ppm corresponds to the α-methylene groups of the double 

bond. 

 

 

Figure III.1: 13C NMR spectra of PHAU. (x= 1 or 3 or 5; y= 2 or 4) 

 

 

III.4.2 PHA-g-(F; PEG) synthesis from PHAU 
 

Our strategy is to incorporate perfluoroalkyl side chains in the PHAU to enhance its 

tendency to self-assemble through the formation of fluorophilic interactions between 

perfluorinated side chains. Moreover, PEG grafting onto PHAU was performed to generate 

stealth material against the immune systems. The interest in preparing these amphiphilic 

copolymers that are both covalently grafted by PEG and fluorinated groups is 2-fold. It allows 

both to increase the PFOB encapsulation and to avoid aggregation of the nanoparticles.  The 

synthetic route to PHA-g-(F; PEG) is given in Figure III.2. Different fluorinated thiols were 

grafted on PHAU (Table III.1) in order to evaluate the importance of the length of the grafted 

moiety on the signal detected by MRI. The molar ratio of thiol was adjusted so as to 

functionalize only a part of the available double bonds because the other part will be further 

used to graft PEG on the side chains of PHAU.  
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Figure III.2: The synthetic route for the production of PFOB loaded nanocapsules 

 

 

Fluorinated thiol  Chemical structure  Abbreviation   

Trifluoropropane-1-thiol    CF3  

Perfluorooctane-1-thiol  

  

C6F13  

Perfluorodecane-1-thiol  

  

C8F17  

 

Table III.1: Chemical structures of the different perfluorinated thiols. 

 

Raman spectrum (Figure III.3) of PHAU-g-(C8F17) clearly showed the presence of 

fluorinated groups by the appearance of characteristic bands at 735 et 765 cm-1 assigned to 

symmetric CF2 stretching and symmetrical vibration involving the trifluoromethyl group CF3 

respectively. The total disappearance of the band at 2580 cm-1 assigned to the SH group of the 
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perfluorodecane-1-thiol showed that the thiol-ene reaction is quantitative. Moreover, the 

absence of the characteristic disulfide bond signal, usually observed around 500-550 cm-1, 

confirms the correct grafting. The A value equal to the ratio of integration of the ester 

absorption band at 1749 cm-1, characteristic of the ester in the PHAU backbone, and the 

double bond at 1644 cm-1 assigned to the unsaturated group was determined before and after 

the thiol-ene reaction. The results showed that 41% of the initial double bonds were involved 

during the thiol grafting that was in agreement with the results obtained by 1H NMR.  

 

Figure III.3: Raman spectrum of C8F17, PHAU and PHAU-g-C8F17 

 

Initial PHAU was characterized by 1H NMR (Figure III.4) to determine the percentage of 

double bonds by integrating protons corresponding to the methine peak (3) at 5.2 ppm, and 

the signal relating to the terminal unsaturation group of side chain (10) at 5.7 ppm. PHAU is a 

statistical copolymer containing saturated and unsaturated side chains in the proportion 

0.72/0.28 respectively. Perfluorodecane-1-thiol was grafted and the PHAU-g-(C8F17) was 

analyzed by 1H NMR (1H and 19F spectra of copolymers are provided in the supplementary 

materials). Signals relating to the CH2 methylene (15), characteristic of fluorinated groups, 

appeared at 2.8 ppm indicated the success of the grafting. The conversion percentages of the 

double bonds after grafting were calculated by comparing the integrations of the protons 

corresponding to the CH peak (3) of the PHAU at 5.2 ppm, with respect to the signal of terminal 

unsaturation side chain (10) at 5.7 ppm.  
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Figure III.4: 1H NMR spectra in CDCl3. (a) PHAU ; (b) PHAU-g-C8F17. (x: 1,3,5; y: 2,4) 
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PEG550-SH was prepared in three steps according to a method described elsewhere46 

(Figure III.5). Thiolated PEG was characterized by 1H NMR (Figure III.6a) and the presence of 

signals at 2.60 and 1.55 ppm attested that the reaction is quantitative. In a second step PEG 

methyl ether thiol was grafted using the thiol-ene reaction to prepare PHA-g-(C8F17; PEG). Two 

peaks are observed at 3.6 and 3.3 ppm that are assigned  to the CH2 (19, 20) and CH3 (21) 

methyl terminal groups of the PEG confirming the success of the grafting (Figure III.6.b). The 

total disappearance of the peaks at 5.7 ppm (10) and 4.9 ppm (11) showed that there is no 

more unsaturated groups in the PHA. The compositions of the different copolymers 

determined by NMR are listed in Table III.2. 

 

 

Figure III.5: Synthesis of PEG-SH 

 

Table III.2: Water contact angles of the different copolymers 

Copolymers PEG (%)1 C8F17 (%)1 Contact angle (°) 

PHAU - - 96.2 

PHAU-g-(C8F17) - 8 132.5 

PHA-g-(C8F17; PEG) 20 8 106.3 

1: determined by 1H NMR 
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Figure III.6: 1H NMR spectra in CDCl3. (a) PEG550-SH ; (b) PHA-g-(C8F17; PEG) 
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The water contact angle of solvent cast PHAU film was found to be 96.2° which was in 

agreement with literature, whereas the contact angle was about 132.5° for PHA72U20-g- 

(C8F17)8. This difference can be explained by the presence of very hydrophobic fluorinated 

groups. The water contact angle decreased to 106.3° after PEG grafting but it remained higher 

than the value of the initial PHA, attesting to the global hydrophobic character of the 

copolymer.  

  

III.4.3 Synthesis and characterization of the nanoparticles 
 

PHAU-g-(F; PEG) nanoparticles with PFOB core were prepared by an emulsion 

evaporation method. In these conditions, the grafted copolymers will adopt a specific 

conformation in the aqueous medium. The perfluorinated side chains may orientate towards 

the PFOB core whereas the hydrophilic PEG grafts may orientate towards the aqueous 

medium. The 19F NMR spectrum of the nanocapsules reveals peaks consistent with the 

presence of three different containing sites in the fluorinated moieties. The peak at -65 ppm 

originates from CF2 near the bromide atom, the one at -84 ppm from CF3 fluorine and the 

peaks between -118 and -127 ppm from CF2 fluorine of the PFOB. Although, the characteristic 

peaks of the PHAU-g-(F; PEG) were clearly distinguished on the spectrum of the copolymer 

alone, they were hidden by the PFOB ones (Figure III.7).  
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Figure III.7: 19F NMR spectra. (a) PHA-g-(C8F17; PEG) in CDCl3; (b) Nanocapsules containing 

PFOB in H2O-D2O (9:1). 
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Negative staining improved the TEM image contrast and allowed the visualization of 

the inner core of PFOB in light gray whereas the polymeric shell seems darker, which confirms 

the core-shell structure (Figure III.8). Images show spherical objects with size in good 

agreement with the diameter measured by dynamic light scattering DLS. Smooth surfaces are 

observed for all particles. DLS measurements showed that the average size of PHA-g-(F; PEG) 

PFOB nanoparticles increased from 246 nm for the perfluorodecane graft to 294 nm for the 

trifluoropropane graft.  The increase of the length of the fluorinated side chains certainly 

improves the interactions between these hydrophobic moieties. A wider distribution of sizes 

was also observed. All samples present very negative zeta potential regardless of the length 

of the perfluorinated groups, resulting in a very good stability in aqueous medium with a low 

tendency to aggregation48. 

 

 

 

Figure III.8: Characterization of nanocapsules by TEM and DLS 
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III.4.4 In vitro 19F NMR 
 

Phantom MRI studies were performed to evaluate in vitro the contrast properties of 

PFOB nanocapsules from different PHA-g-(F; PEG). These nanocapsules were dissolved in 

distilled water and different acquisition times were evaluated: 1 min 31 s, 15 min 10 s, 1 h 16 

min and 10 h. It turns out that from 15 min 10 s, nanocapsules solutions are distinctly visible 

and as detectable as after 10 h of acquisition. This relatively short analysis time is very 

encouraging to consider a further clinical application even though fluorine concentration 

would probably by lower after an injection in vivo. The 1H MRI and 19F MRI images thus 

acquired in 15 min were presented in Figure III.9. A more intense signal is observed at the 

bottom of the images due to the nanocapsules sedimentation during the different 

acquisitions. One of the simple solutions to increase the visibility in MRI could be to increase 

the number of fluorine atoms per nanocapsule. Here, the number of F atoms varied from 3 to 

17 per grafted fluorinated segment for the three imaged nanocapsules. The results obtained 

show that this is not a determining parameter because the particles are visible whatever the 

length of the grafted fluorinated segment. The CF3 is volatile, which can appear as a 

disadvantage during the grafting reactions and therefore it would be preferable to use C6F13 

or C8F17. The preliminary results showed that these PFOB nanocapsules could be used as 

contrast agents for MRI. 

 

Figure III.9: In vitro 1H MRI and 19F MRI phantom images of the different nanocapsules 

containing PFOB (RARE factor = 64; TE=23.3ms, TR=4550ms; scan time= 15min10s) 
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III.5 Conclusion 
 

An efficient and reproducible method for the synthesis of copolymers of amphiphilic 

PHA-g-(F;PEG) has been developed by two successive thiol-ene reactions. These copolymers 

will be used for the encapsulation of PFOB known to be a contrast agent for MRI. The graft 

copolymers based on unsaturated PHAs produced by marine bacteria have been 

functionalized with on one hand perfluorinated groups to promote interactions with PFOB and 

on the other hand with PEG to improve hydrophilicity and escape the phagocytic cells of the 

immune system. The molar composition of the copolymer is strictly controlled due to the 

efficiency of the thiol-ene addition. These nanocapsules based on PHAg-(F;PEG) would 

constitute a new generation of biocompatible therapeutic nanovectors that can be tracked by 

MRI thanks to their contrast agents capabilities. 
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CHAPITRE IV : 
 

SYNTHESE DE POLYHYDROXYALCANOATE 

FLUORE A PARTIR DE BIORESOURCES 

MARINES POUR LE REVETEMENT DE 

BIOMATERIAU  
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Présentation de l’article 
 

 Dans le chapitre précèdent, nous avons fonctionnalisé les PHAMCL insaturés avec des 

molécules fluorées et du poly(éthylène glycol). Les copolymères fluorés amphiphiles ainsi 

synthétisés par réactions thiol-ène nous ont permis de concevoir des nanocapsules visibles en 

IRM 19F.  

 Les dispositifs implantables à base de biopolymères n’étant pas visibles par les 

techniques d’imagerie, l’objectif est de les rendre visualisables afin d’assurer la localisation et 

l’implantation du biomatériau. Dans cet article, nous nous sommes intéressés à la 

fonctionnalisation des PHAMCL insaturés par du perfluorodécanethiol dans l’objectif d’élaborer 

un revêtement de biomatériaux visibles en IRM 19F. Pour cela, le copolymère PHA-g-(C8F17) a 

été préparé par greffage du perfluorodécanethiol (C8F17) sur le PHAMCL insaturé selon deux 

voies de fonctionnalisation. Le greffage hétérogène en surface d’un film de PHA et le greffage 

homogène en solution ont été étudiés. Leur efficacité a été évalué par spectroscopie Raman 

et par RMN. La caractérisation de la microstructure par MEB-EDX et DSC (modulée et 

conventionnelle) a montré la formation de microdomaines fluorés. Les expériences d’Echo de 

Hahn ont démontré un temps de relaxation transversal (T2) de l’ordre de 1,2 ms, ce qui est 

approprié pour des séquences de détection spécifiques aux T2 courts. Des biomatériaux ont 

été préparés par impression 3D puis recouverts de PHA-g-(C8F17). Les résultats ont montré que 

ce revêtement pourrait être utilisé comme nouveaux agents de contraste pour la visualisation 

de biomatériaux implantables par IRM 19F.  
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IV.1 Abstract 
 

By successive enzymatic and chemical modifications novel fluorinated 

poly(hydroxyalkanoate)s were synthesized and characterized. Unsaturated 

poly(hydroxyalkanoate), PHAU, was first produced by fermentation using marine bacteria 

Pseudomonas raguenesii and graft copolymer PHAU-g-C8F17 was further prepared by 

controlled thiol-ene reaction in presence of perfluorodecanethiol (PFDT). The PFDT grafting is 

realized by two different processes. In the first method, PHAU was previously solubilized in 

toluene. The grafting in solution is more efficient than the direct heterogeneous grafting onto 

the PHAU film. The degrees of grafting were determined by 1H NMR. The characterization of 

the microstructure by SEM-EDX and modulated and conventional DSC showed the formation 

of microdomains due to the organization of the hydrophobic segments of graft PFDT. 

Biomaterials prepared by 3D-printing and coated by PHAU-g-C8F17 have the potential to be 

used as novel contrast agents as it was showed by Hahn Echo experiments. 

 

IV.2 Introduction 
 

Implantable medical devices are intended to mimic a body part and are used to replace 

or support a diseased organ or a damaged structure to maintain healthy body functions.  

Metals, ceramics and synthetic polymers are among the materials traditionally used, but they 

have certain drawbacks, such as immunological rejection by the immune system of patients. 

In addition, synthetic polymers may cause problems due to their biodegradation products in 

the body, which can lead to an undesirable immunogenic response 1–3. Biopolymers are 

polymers derived from biomass and thus produced by living organisms such as plants or 

microorganisms or chemically synthesized from monomers derived from biological systems 4. 

Their well-defined and complex structure, degradability, and biobased characteristics are 

significant advantages over synthetic polymers5–7. As the degradation products of biopolymer 

metabolism are not immunogenic, they have great potential for applications in the biomedical 

field. Among the most common examples of biopolymer-based medical devices are temporary 

prostheses such as three-dimensional porous structures, scaffolds for tissue engineering and 
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vehicles for controlled/sustained release drug delivery 8,9. Because of these particularly 

favorable characteristics, biodegradable polymers are widely studied for their application as 

implantable medical devices 10. A biodegradable device should gradually resorb along with 

tissue regeneration and be completely absorbed without any negative effect on the formed 

tissue. After incorporation, it has been shown that the degradation of the biopolymer does 

not occur homogeneously throughout the medical device11. In addition, deformable 

implantable devices such as meshes can be subjected to contraction, shrinkage and 

deformation and thus cause complications such as migration and penetration into organs, 

fistula formation and chronic pain 12–14. For a better understanding of the degradation 

mechanisms of implantable biomaterials, and also to ensure proper integration within the 

tissues, their visualization is particularly useful. Unfortunately, most of these polymeric 

biomaterials are inherently transparent to most imaging techniques. The development of 

imaging methods capable of accurately locating implantation and observing morphological 

changes in bioabsorbable implants will contribute to a better understanding of degradation 

mechanisms and improved design of polymeric biomaterials.  

Magnetic resonance imaging (MRI) is a non-invasive, radiation-free, high-resolution imaging 

technique widely used for clinical diagnosis and research. The use of contrast agents has 

allowed direct visualization of polymer implants using MRI provides insights into the position, 

functionality, resorption and remodeling of the biomaterial 15–18. Heteronuclear MRI, such as 

19F MRI, has become particularly attractive in recent years 19,20. Indeed, the absence of 

endogenous fluorine in the body results in a lack of background, allowing high contrast and 

efficient quantification of the embedded fluorinated probe. Lately, the development and 

suitability of 19F MRI for use in clinical practice has increased 21. A wide range of fluorinated 

probes available for experimental and even clinical applications have been developed 22. They 

have been listed in several studies20,23,24 and the applications include the implementation of 

19F MRI probes, cell targeting25-27, in vivo monitoring of labeled cells28-31 and also cancer 

diagnosis32-34. Consequently, fluorinated biomaterials are interesting new materials for 

developing MRI-visible tissue therapeutics products. 

In this context, we propose to design a novel functionalized biomaterial that can be 

visible by 19F MRI without adding inorganic contrast agents. Among the biocompatible 
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polymers, polyhydroxyalkanoates (PHAs) are considered interesting candidates for biomedical 

and pharmaceutical applications. PHAs are polyesters synthesized by bacteria from different 

substrates35-37. To enhance the mechanical and/or biological properties of PHAs, copolymers 

synthesis and chemical modifications were extensively studied38-43. Chemical modifications 

are also very useful to introduce specific functions44,45. For this, the grafting reactions are 

mainly realized on unsaturated PHA bearing unsaturated groups on the side chains. The most 

common unsaturated PHA46 is poly(3-hydroxyoctanoate-co-3-hydroxyundecenoate), which 

contains terminal alkene groups in the side chains. Here, a novel unsaturated 

polyhydroxyalkanoate, noted PHAU, was biosynthesized by a marine bacterium 47 cultivated 

using a mixture of coprah oil and 10-undecenoic acid. The unsaturated groups were further 

functionalized with perfluorodecanethiol (PFDT).  Two functionalization ways were studied to 

compare the efficiency of the thiol-ene reactions : on the one hand via grafting in solution and 

on the other hand by direct surface functionalization of the polymer. The copolymer PHAU-g-

C8F17 was characterized by nuclear magnetic resonance (NMR) and Raman spectroscopies to 

evaluate the degree of grafting. The microstructure was studied in detail by scanning electron 

microscopy-energy-dispersive X-ray (SEM-EDX) and differencial scanning calorymetry (DSC). 

Finally, the potential of these functionalized biopolymers for the development of MRI visible 

medical devices has been studied. For this, a biomaterial was obtained by 3D printing and then 

coated with PHAU-g-C8F17. 

 

IV.3 Materials and methods 
 

IV.3.1 PHA(72)U(28) biosynthesis 
 

Pseudomonas raguenesii sp. nov. (strain CNCM I-4063 in the Collection Nationale de 

Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, France)47 was cultivated in a two-steps 

batch cultivation process. In the first step, the cells were inoculated at 10 % (v/v) with a 

suspension of cells in exponential phase and grown in 5 L Erlenmeyer flasks containing 2 L of 

marine broth medium (for 1 liter : 5 g peptone, 1 g yeast extract, 20 g Sea Salts, pH 7.6) in an 

incubator at 34°C, 160 rpm. After the cultivation for 8 h, cells were harvested by centrifugation 
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(7000 rpm, 15min), and transferred into 30 L fermenter containing 18 L nitrogen free medium 

(15 g.L-1 sea salts) enriched with a mixture of coprah oil (5 g.L-1) and 10-undecenoic acid (0,6 

g.L-1). Culture was incubated at 34°C, pH is adjusted at 7,6 throughout the fermentation 

process by automatic addition of 1M NaOH or 1M H2SO4 and the oxygenation is ensured by a 

light air flow. Following cultivation for 72 h, cells were harvested by centrifugation (7000 rpm 

for 15 min), and the pellets lyophilized prior to PHA extraction. Pellets of freeze-dried cells 

were ground with a mortar and pestle, the resulting powder was extracted with chloroform 

for 4 h at 50 °C. The PHA-containing chloroform phase was washed once with water and 

concentrated. The organic phase was evaporated to dryness, and purified PHA were obtained 

by repeated precipitations in 10 volumes of cold methanol. 

 

IV.3.2 Synthesis of PHAU-g-C8F17 

 

Grafting in solution: PHA(72)U(28) (100 mg, 1233×105 g.mol-1, 1.8x10-4 mol C=C), AIBN (8 

mg) and PFDT (86.4 mg, 480 g.mol-1) corresponding to an equimolar ratio, were dissolved in 3 

mL of anhydrous toluene under argon, and solutions were heated at 80 °C for 20h. Toluene 

was rotary evaporated and 1H NMR was conducted to determine the amount of fluorinated 

compounds grafted.  

Surface grafting: A 2 mg film of PHAU (nC=C = 3.68x10-6 mol) was obtained by solvent 

evaporation of a PHAU solution in CHCl3 on a glass slide.  A volume of 400 mL of a solution 

containing 1.5 eq of PFDT/C=C (nSH = 5.52x10-6 mol) and 3% DMPA (2,2-Dimethoxy-2-

phenylacetophenone) in ethanol were deposited on its surface. The device was irradiated 

under UV light for 300 s. The sample was placed at 11 cm under Hamamatsu Lightning Cure 

LC8 (L8251) equipped with mercury-xenon lamp (200W). The slide was immersed 2 h in 5 mL 

of ethanol in a closed container under agitation to rinse it. Ethanol was removed and the 

polymer film surface was analyzed by Raman spectroscopy. 
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IV.3.3 Polymer characterization  
 

1H, 19F and 13C NMR spectra were recorded in CDCl3 or H2O-D2O (9:1) on a Bruker AV400 

MHz. Grafting of fluorinated compound was assessed by Raman spectroscopy using a Raman 

microscope LabRAMHR from Horiba Jobin Yvon (Longjumeau, France) equipped with a laser 

emitting at 633 nm. Water contact angle measurements were performed using the drop shape 

analysis system on a Krüss goniometer. For the observation of thermal decomposition effects, 

a LABSYS Evo Setaram was used. The thermogravimetric analyses (TGA) were performed 

under air with a temperature sweep from 30 to 600°C and a heating rate of 10°C/min. 

 

IV.3.4 Differential Scanning Calorimetry 
 

DSC were conducted on a TA Instruments Q25 DSC on both the conventional and 

modulated modes. This was done so as to differentiate different thermal-activated 

phenomena such as melting, glass transition, and molecular reorientation processes, within 

the studied samples48-50. Indeed, while the conventional DSC mode applies a constant 

temperature ramp, the modulated DSC mode applies an instantaneous sinusoidal 

temperature variation on the sample with a constant temperature ramp. This means that the 

instantaneous temperature in the DSC varies quickly. While the conventional DSC only gives 

the total heat flow signal encompassing all of the thermal phenomena, the instantaneous 

temperature variation applied by the modulated DSC permits the separation of thermal 

phenomena that are in phase with the sinusoidal temperature variation (i.e. glass transition, 

molecular reorganizations, molecular movements during melting or crystallization), which 

appear in the so-called reversing heat flow, from the lagged thermal phenomena (i.e. reaction 

kinetics, solvent evaporation, kinetic exchanges during melting or crystallization) which are 

visible in the nonreversing heat flow48-51. The sum of these two signals thus corresponds to 

the total heat flow obtained by the conventional DSC as detailed in Equation 1. 

Equation 1              ( )tTf
dt

dT
C

dt

dH
P ,+=   
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where dH/dt corresponds to the total heat flow signal, CP dT/dt corresponds to the reversing 

heat flow signal and f(T,t) to the nonreversing heat flow. Furthermore, dT/dt corresponds to 

the heating rate and CP to the heat capacity, which is the amount of heat needed to increase 

the temperature of 1 g of matter by 1°C. By analyzing these signals, different thermal 

phenomena can be attributed to the studied materials. A total of 10 - 25 mg of sample mass 

were introduced in T-Zero™. Non-Hermetic capsules were heated from -80°C to 100°C under 

a nitrogen flow of 50 mL/min with a 10°C/min ramp for the conventional mode and with a 

3°C/min ramp and a temperature modulation of ±0.48°C every 60 seconds for the heat-only 

modulated mode. Data treatment was carried out on the TA Instruments TRIOS software. 

 

IV.3.5 Hahn echo measurements 
 

The transverse relaxation time (T2) 19F was obtained via Hahn echo measurements 

using a Bruker Advance III 400 NMR equipped with a MAS solid-state 4 mm DVT 1H/19F/X probe 

and a MAS II module. The 19F Larmor frequency was set to 376.498 MHz. For the Hahn echo 

pulses, an echo delay of 300 μs between the 90° and 180° pulses was set and echo delays from 

50 μs to 2.5 ms with 50 μs increasing steps were set between the 180° pulse and the signal 

acquisition. Samples were introduced in ZrO2 4 mm rotors and were left static in the probe. 

Experiments were carried out at 20°C and 37°C for which the temperature was left to stabilize 

for 1 h prior to measurement. FT signals were analyzed by Mestrenova and their maxima were 

plotted in a logarithmic scale as a function of the Hahn echo delay time to obtain the T2 19F 

values. 

 

IV.3.6 3D printing  
 

The 3D printing of a lattice of dimension 20 mm x 20 mm x 0.7 mm (L x W x D) was 

conducted using a PLA / PHA printing filament from ColorFabb. The 3D printer used is the 

Ultimaker 3 Extended with following settings: printhead diameter of 0.4 mm, thickness of 

printing layers of 0.2 mm, printing temperature of 205°C, plate temperature of 60°C, printing 



168 
 

 

speed of 70mm/s, printing time of 8 min, and printing with brim to avoid adhesion problems 

to the base. The printing model was made with Tinkercad CAD online software from Autodesk. 

The grafted polymer is dissolved in chloroform (20mg/mL) and then deposited on the surface 

of the lattice support using an RM 250 airbrush (MLD products) at 10 cm from the 3D lattice 

support. 

 

IV.3.7 SEM-EDX characterization 
 

  A PHBHV/PHA-F film (80/20) was formed by solvent evaporation in order to be 

analyzed in SEM-EDX. Measurements were carried out using a Merlin scanning electron 

microscope (SEM) from Carl Zeiss (Oberkochen, Germany) with an acceleration voltage of 10 

kV coupled to an energy dispersive X-ray detector (EDX) SDD X- Max from Oxford Instruments 

(Abingdon-on-Thames, United Kingdom) operating at 5 kV. Samples were previously covered 

with a 4.5nm conductive layer of palladium.  

 

IV.4 Results and discussion 
 

IV.4.1 PHAU production 
 

The ability of Pseudomonas raguenesii to produce unsaturated PHA (PHAU) was tested 

using a mixture of coprah oil (5 g.L-1) that is, a coconut vegetable oil composed of more than 

90% saturated fatty acids and 10-undecenoic acid (0.6 g.L-1). The unsaturated substrate is 

chosen to induce the incorporation of unsaturated monomeric units into PHAU. After 72h of 

culture, the cells were harvested by centrifugation and freeze-dried and the PHAU was 

extracted with a production yield of 17% (mass of PHAU / mass of cells). The molar mass 

(123,000 g.mol-1 ) and polydispersity index (1.8) were determined by SEC. The 13C NMR 

spectrum of PHAU is shown in Figure IV.1. The constituent carbons of the main chain show 

the same chemical shift signals for all units. Thus, the main chemical shift of carbon C1 (C=O) 

was detected at 169 ppm, C2 at 39 ppm and C3 at 71 ppm. The chemical shift of the C4 carbon 
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of the side chain methylene groups is detected at 33 ppm. The chemical shifts at 14 ppm 

correspond to the carbons of the terminal methyl groups (CH3) of the side chains, and the 

chemical shifts observed between 22 and 31 ppm correspond to the carbons of the different 

methylene groups (CH2) constituting the side chains of PHAU.  The presence of a double bond 

is confirmed by the presence of chemical shifts at 114 and 139 ppm corresponding to the 

(=CH2) and methine (=CH-) groups, respectively. The chemical shift at 34 ppm is attributed to 

the α-methylene groups of the double bond PHAU, which is a random copolymer containing 

saturated and unsaturated side chains in the proportion of 0.72 :0.28, respectively. 

 

 

Figure IV.1. 13C NMR spectrum of PHAU. (x: 1,3 and 5; y: 2 and 4) 

 

 

IV.4.2 Synthesis of PHAU-g-C8F17 and characterization 
 

In order to covalently graft PFDT onto PHAU, two ways were compared: on the one 

hand, a heterogeneous photoactivated process on the surface in the presence of DMPA and 

on the other hand, homogeneous grafting in solution in the presence of a thermal initiator. 

These two approaches to prepare PHAU-g-(C8F17) by thiol-ene reactions are shown in Figure 

IV.2. The biocompatibility of unsaturated PHA grafted by PFDT was previously showed in our 
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previous study 52. Any cytotoxicity was detected on mouse fibroblast cells (NIH/3T3) and 

murine macrophage cells (J774.A1). 

 

 

 

Figure IV.2: Synthesis of PHAU-g-(C8F17) by thiol-ene reactions. 
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Figure IV.3: Raman spectrum of PHAU-g-(C8F17) by surface grafting (yellow) and solution 

grafting (green). 

 

The Raman spectra (Figure IV.3) of PHAU-g-(C8F17) grafted according to the two 

grafting methods tested here clearly showed the presence of fluorinated groups by the 

appearance of characteristic bands at 735 and 765 cm-1 attributed to the symmetric stretching 

of CF2 and the symmetric vibration of the trifluoromethyl group CF3, respectively. The 

disappearance of the band at 2592 cm-1 assigned to the SH group of the PFDT showed that the 

thiol-ene reaction is quantitative. The grafting efficiency was evaluated by the integration 

ratio of the absorption band of ester (C=O) in the PHAU skeleton at 1722 cm-1, and the 

absorption band at 1617 cm-1 attributed to the unsaturated group (C=C). Indeed, the band of 

the alkene function (1617 cm-1) is sensitive to grafting while that of the ester function (1722 

cm-1) remains unchanged. The results showed that heterogeneous grafting on the surface 

gave a grafting rate of 13.1% and homogeneous grafting in solution gave higher rate of 78% 

(Table IV.1). This result is explained by the accessibility of the double bonds, which is facilitated 

during grafting in solution than on the surface. This high functionalization rate obtained by 
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grafting in solution agrees with the results obtained by 1H NMR analyses. As a consequence,  

further, PHAU-g-(C8F17) used as coating is the one obtained by the grafting in solution.  

 

Table IV.1: Grafting Efficiency of PFDT according to the Two Methods Used. 

 Grafting rate (%) 

Surface grafting 13.1 

Solution grafting 78.0 

 

PFDT, virgin PHAU and the copolymer PHAU-g-(C8F17) were characterized by 1H NMR (Figure 

IV.4).  The 1H NMR spectrum of PFDT shows the characteristic peaks of methylene (CH2) at 2.4 

and 2.7 ppm. The peak at 1.6 ppm is attributed to the proton of the thiol function. The 

percentage of double bonds within the initial PHAU was determined by integrating the peak 

corresponding to the methine protons (3) at 5.2 ppm and the signal related to the terminal 

unsaturation group of the side chain (10) at 5.7 ppm.  
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Figure IV.4: 1H NMR spectra of PFDT (red), PHAU (black) and PHAU-g-(C8F17) grafted in 

solution (green). (x: 1,3 and 5; y: 2 and 4). 
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The copolymer PHAU-g-(C8F17) was also characterized by 1H NMR. Signals related to 

methylene CH2 (15), characteristic of fluorinated groups, appeared at 2.8 ppm indicating 

successful grafting. Moreover, the disappearance of characteristic peaks at 2, 4.9 and 5.74 

ppm corresponding to the methylene protons in α of the double bond and methylene protons 

and methine proton of the double bond, respectively, attests to the absence of double bond 

and thus to a grafting close to completion.  

The 19F NMR spectrum of PHAU-g-(C8F17) reveals peaks consistent with the presence 

of fluorinated moieties, as seen in PFDT (Figure IV.5). The peak at -80 ppm comes from the 

fluorine CF3 at the end of the fluorinated chain. The peak at -114 ppm corresponds to the 

fluorine CF2 located near the methylene groups and the peak at -126 ppm is attributed to the 

CF2 in alpha position of CF3.  Finally, the remaining CF2 correspond to the different peaks 

located between -123 and -121 ppm.  
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Figure IV.5: 19F NMR spectra of PFDT (red) and PHAU-g-(C8F17) grafted in solution (green). (x: 

1,3 and 5; y: 2 and 4). 
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The contact angle of the PHAU film with water obtained by solvent evaporation was found to 

be 96.8°, which is in agreement with the literature 53,54, whereas the contact angle after 

grafting in solution was about 131.8° for PHA-g-(C8F17) (Table IV.2 and Figure IV.6). This 

difference can be explained by the presence of fluorinated groups known for their highly 

hydrophobic properties.  

 

Table IV.2:  Water Contact Angles of PHA before and after Grafting 

polymer contact angle (°) 

PHAU 96.8 ± 2.6 

PHAU-g-(C8F17) 131.8 ± 1.5 

 

 

 

Figure IV.6: Contact angle measurement of PHAU (left) and PHAU-g-(C8F17) grafted in 

solution (right). 
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Figure IV.7: Conventional DSC total heat flow as a function of temperature for PHAU-g-

(C8F17). 

 

Figure IV.7 shows the thermogram obtained by conventional DSC measurements for 

the grafted polymer. From this thermogram, the glass transition temperature Tg of PHA-(C8F17) 

was determined to have a value of -38.3°C. A first endothermal phenomenon with a 

temperature of +38.5°C is also observed. This temperature corresponds to the melting point 

of PHAU crystalline phase (Table IV.3). The melting enthalpy of the copolymer is lower than 

that of the virgin PHAU attesting that the presence of fluorinated moieties within the lateral 

side chains hindered the crystallization of PHAU. A second endothermal phenomenon is 

observed at 82.5°C and at first glance this temperature does not correspond to a further 

melting process within PHAU. To elucidate this observation, conventional and modulated DSC 

analyses were performed on pure PFDT. These results are shown in Figure IV.8. 

 

Table IV.3: Thermal Properties of PHAU and PHAU-g-(C8F17) Determined by DSC Analysis. 

polymer Tg (°C) Tm (°C) ∆Hm (J.g-1) 

PHAU -46.2 49.2 9.7 

PHAU-g-(C8F17) -38.3 38.5 5.4 
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Figure IV.8: (a) Conventional and modulated DSC total heat flow signals and (b) modulated 

DSC reversing and nonreversing heat flow signals as a function of temperature for PFDT. 

 

Figure IV.8a shows the plot of the total heat flow obtained by both conventional and 

modulated DSC experiments. It is observed that an endothermic peak between 21.1°C 

(modulated DSC) and 23.7°C (conventional DSC) is observed in both signals. As expected from 

the literature and the product datasheet, this peak corresponds to PFDT melting 

phenomenon. Moreover a second endothermic peak at 78.1°C is only observed for the 

modulated heat flow signal. The position of this peak is similar to that observed for PHAU-g-

(C8F17) as shown in Figure IV.7 (i.e., 82.5°C). It is also important to note that in this same Figure 

IV.7, the melting processing of PFDT is not observed in PHAU-g-(C8F17), attesting the absence 

of free PFDT within PHAU-g-(C8F17). Thus, the reversing and nonreversing heat flow signals 

were further analyzed and are plotted in Figure IV.8b. It is seen that the melting phenomenon 

appears in both the reversing and nonreversing heat flow signals, which was expected. More 

interestingly, the peak at 78.1°C is mainly observed in the reversing heat flow signal, with a 

relatively small contribution in the nonreversing heat flow signal. This would mean that this 

thermal phenomenon is in phase with the applied sinusoidal temperature variation, meaning 

that it does not correspond to a kinetic phenomenon. It can be deduced then that this 

endothermic peak would then correspond to the rearrangement or reorganization of PFDT 

molecules both in the pure product and in PHAU-g-(C8F17). Indeed, as this molecule bears 
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fluorinated groups, it might be possible that strong dipoles form within the molecules, leading 

to a spatial organization between molecules due to strong intermolecular dipolar interactions, 

found even in the liquid state. This organization seems to be found in the pure PFDT and in 

PHAU-g-(C8F17). Once the temperature increases, these interactions, and thus the molecular 

organization between molecules will be broken. This will prompt the appearance of a thermal 

phenomenon observable via DSC experiments. 

 

Figure IV.9:  TGA of PDFT (red), PHAU (black) and PHA-g-(C8F17) (green) 

 

Finally, the thermal degradation of the studied copolymer was assessed. It is observed in 

Figure IV.9 that the thermal degradation of neat PHAU took place in a single weight loss step 

with a maximum degradation at 310 °C. The thermal degradation of PHA-g-(C8F17) occurred in 

two steps as can be clearly identified. The first step degradation is observed at about 190 °C 

attributed to the degradation of fluorinated groups, and the second step found in the range 

of temperature from 210 to 300 °C is due to the degradation of the polymer chains. The TGA 

measurements show that the grafting of the fluorinated compound induced a slight decrease 

of the resistance to thermal decomposition. Nevertheless, the thermal resistance remains 

higher than that of PFDT.  
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IV.4.3 Fluorinated polyhydroxyalkanoate PHA-g-(C8F17) as a 

promising biomaterial coating. 
 

The objective here is to use the graft copolymer PHA-g-(C8F17) as a coating film for 

biomaterials to induce visualization by imaging. The Tg of PHA-g-(C8F17) is very low, so it is 

difficult to use this polymer alone for analysis such as SEM-EDX. We have therefore decided 

to blend it with PHBHV, which has remarkable modulus properties but is still brittle 55. This 

certainly explains the slight fracture observed after the film was dried. By SEM-EDX analysis, 

we clearly distinguished the presence of fluorinated groups at the surface of the films that 

appeared clearly as shown in Figure IV.10. It seems that the areas appearing brighter on the 

SEM images are areas with a high fluorine content. Mass compositions were determined by 

EDX analysis (Table IV.4). The light area analyzed (area A) contains 48.46% mass of fluorine, 

while the darker area (area B) contains only 8.5% mass of fluorine. This is representative of a 

reorganization phenomenon of the fluorinated chains in the form of a self-assembly 

frequently observed for the fluorinated chains of PFDT because of their strong hydrophobicity 

and their strong dipolar interaction. Moreover, this observation is in agreement with the 

results obtained in DSC, which revealed a particular reorganization of the fluorinated chains 

within PHA-g-(C8F17). 

 

 

Figure IV.10: SEM image of PHBHB/PHA-g-(C8F17) and EDX spectra of the corresponding 

analyzed areas. 
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Table IV.4: Mass Composition of the Analyzed Areas of Interest by EDX. 

 mass composition (%) 

sample C O F S 

total film 54.52 25.49 18.49 1.5 

area A 40.64 5.07 48.46 5.84 

area B 63.91 26.75 8.5 0.84 

 

In order to maintain the biocompatible nature of the device, commercial PLA-PHBHV: 

92/8 filament was used for the 3D printing of a support. The choice of the support was a lattice 

pattern, a three-dimensional porous biomaterial. Thus, a lattice pattern support of 2 cm x 2 

cm was designed by 3D printing, presented in figure IV.11. 

 

 

Figure IV.11: Lattice support designed by 3D-printing. 

 

The pattern made by 3D printing was used as a support to be covered by the PHA-g-

(C8F17). This is a proof of concept that needs to be optimized according to the future 

applications, allowing us to consider other types of scaffolds. The 3D-printed support was 

covered previously with the PHA-g-(C8F17) polymer using an airbrush process. The presence of 

PHA-g-(C8F17) on the surface of the device was assessed by Raman spectroscopy (Figure IV.12). 
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Figure IV.12: Raman spectra of the surface of the 3D-print lattice support before (black) and 

after PHA-g-(C8F17) deposition (green). 

 

Both spectra show characteristic bands at 3014 and 2956 cm-1, which can be attributed 

to asymmetrical and symmetrical stretching vibrations of the C-H bond (νCH3) of the PLA 

chain. The 1784 cm-1 band can be attributed to the stretching vibration of the C=O bond 

(νC=O); the 1467 cm-1 band can be attributed to the asymmetrical deformation vibration of 

the CH3 bond (δCH3) and the 883 cm-1 band corresponds to the stretching vibration of the C-

COO bond (νC-COO)56. The C–F bond characteristic signal was observed around 690 cm-1 

attesting the presence of PHA-g-(C8F17) at the lattice surface. In our recent study, we showed 

that PFOB-nanocapsules based on PHA-g-(F; PEG) have the potential to be used as novel 

contrast agents for 19F MRI57. In PFOB, since the fluorine atoms are mobile in a liquid 

environment, the relaxation times allow visualization in 19F MRI. In this study, the solid matrix 

may affect the relaxation time. In MRI, relaxation times will influence signal detection, 

especially the transverse relaxation time (T2), which is most often limiting. Hahn Echo 

experiments were performed to determine T2 of the polymer functionalized by homogeneous 

grafting (Figure IV.13). These measurements were performed at room temperature as well as 
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at human body temperature to evaluate the effect of temperature on the transverse 

relaxation times.  

 

Figure IV.13: Hahn echo measurement of PHA-g-(C8F17) at 19°C (black dots) and 37°C (red 

dots). 

 

T2 of the fluorine atoms within PHA-g-(C8F17) was calculated according to the equation 2: 


 = 
� exp �� �
�2 �          2 

where I is the intensity of the t interval; I0 is the extrapolation of I at t=0s and t is the  time 

interval between each measurement (previously optimized). The obtained transverse 

relaxation times are presented in Table IV.5. 

 

Table IV.5: Transversal Relaxation Time of PHA-g-(C8F17) Measured at Room Temperature 

and Body Temperature. 

temperature (°C) T2 (ms) 

19 1.18 

37 1.20 

 

At both temperatures, the T2 measured remain similar at 1.18 and 1.20 ms. However, more 

signal is obtained at 37°C, which allows us to say that the material becomes more sensitive to 
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the human body temperature, suggesting that this increase in sensitivity may allow to the 

characterization of PHA-g-(C8F17) with MRI sequences adapted to very short relaxation times 

called ultrashort time echo (UTE) and zero time echo (ZTE). Indeed, tissues or materials with 

T2 relaxation times below 2 ms cannot be reliably detected by conventional MRI pulse 

sequences. ZTE and UTE pulse sequences use specialized acquisition parameters to allow the 

detection of components with very short T258-60. Moreover, previous studies have developed 

UTE sequences specific to the fluorine atom, which have allowed the visualization of 

fluorinated materials despite very short T2 in the order of a millisecond 61,62.   

 

IV.5 Conclusion 
 

The graft copolymer PHA-g-(C8F17) has been synthesized by a thiol-ene reaction from 

PHAU containing 28% of unsaturated groups in the lateral side chains. The degree of grafting 

determined by 1H NMR showed that the grafting realized in solution is quantitative, whereas 

the heterogeneous grafting onto the surface is less efficient. The presence of fluorinated 

moieties within the lateral side chains of PHA-g-(C8F17) has the tendency to form aggregates 

with a high content of fluorine. PHA-g-(C8F17) was used as a coating for the scaffold obtained 

by 3D-printing, and the Hahn echo measurements showed that it is a promising biomaterial 

coating for imaging detection by 19F MRI with the UTE and ZTE sequences that are not today’s 

standard acquisition sequences. These sequences will certainly be developed in a more 

extensive way in the future, thanks to the recent development of fluorine MRI. The objective 

of our study here is mainly to highlight the potential of the natural unsaturated PHAU, which 

can be functionalized for applications in the biomedical field. We have thus produced, 

functionalized and characterized novel PHA-g-C8F17 in a very precise approach. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

Au sein de la famille des polyhydroxyalcanoates (PHA), les PHA à longueur de chaîne 

moyenne (PHAMCL) s’avèrent particulièrement intéressants en raison de leur grande diversité 

structurale, pouvant notamment comporter des groupements fonctionnalisables. Ceci permet 

d’envisager des modifications de leur structure chimique, conduisant au développement de 

produits aux propriétés mécaniques et physico-chimiques très spécifiques. Alors que les PHA 

à chaîne courte (PHASCL) sont facilement disponibles sur le marché, la commercialisation à 

grande échelle des PHAMCL reste encore peu développée, principalement en raison des coûts 

élevés associés à leur production et à leur extraction. Pour surmonter ces problèmes, plusieurs 

approches sont mises en œuvre : la recherche de souches à rendement plus élevé, qu'il 

s'agisse de bactéries de type sauvage ou de bactéries modifiées et le recours à des matières 

premières à faible coût.   

Au cours de ce projet de thèse, nous nous sommes intéressés à la biodiversité 

bactérienne marine pour produire des PHAMCL. Les souches bactériennes testées proviennent 

des atolls de Polynésie Française (Pseudomonas guezennei, Pseudomonas raguenesii, 

Pseudomonas guezennei biovar. Tikehau, TIK771, RA16) ou de Nouvelle Calédonie (NC532). 

Ce sont des bactéries marines mésophiles, c’est-à-dire, qu’elles se développent à des 

températures modérées dans un milieu liquide à base d’eau de mer. Ces souches bactériennes 

ont été cultivées en présence d’huile de coprah, extraite à partir de la pulpe séchée de noix 

de coco. Il s’agit d’un substrat naturel, renouvelable et peu coûteux. Contrairement à l’huile 

de coco qui trouve une application en cosmétique ou en alimentation, l’huile de coprah est 

extraite par solvant puis raffinée et désodorisée, elle ne présente donc pas d’intérêt 

cosmétique. Etant composée majoritairement d’acides gras saturés, son utilisation se limite à 

la friture ou à la saponification. Ainsi l’huile de coprah représente une ressource renouvelable 

peu coûteuse encore faiblement valorisée.  De telles conditions de culture permettent 

d’envisager une réduction du coût de production des PHA, étant donné l’absence de besoin 

en eau douce et la source de carbone peu coûteuse.   
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La structure du PHA dépendant à la fois de la souche bactérienne et de la source de 

carbone fournie, il est donc possible d’influencer la biosynthèse des PHA. Ici nous avons choisi 

d’utiliser de l’acide 10-undécènoïque en mélange avec l’huile de coprah afin d’induire 

l’incorporation d’insaturations au sein du polymère et ainsi, produire des PHAMCL insaturés, 

comportant une double liaison en position terminale des chaînes latérales. L’ajustement des 

paramètres de culture, notamment la concentration en acide 10-undécènoïque permet de 

maîtriser le taux d’insaturation au sein des PHA. Un panel de PHAMCL insaturés dont le taux 

d’insaturation varie de 10% à 75% a pu être produit, induisant des PHA aux propriétés physico-

chimiques et mécaniques très étendues. Cela laisse envisager des possibilités d’applications 

très vastes pour les PHA aux taux d’insaturations les plus élevés affichant des températures 

de fusion non détectables, pouvant couvrir des domaines d’applications variés tels que les 

gommes ou les colles.   

Le faible rendement habituellement observé pour les productions de PHAMCL incite de 

plus en plus les chercheurs à avoir recours à des modifications génétiques des bactéries. Dans 

cette étude, nous avons pu obtenir des rendements de production de PHAMCL insaturés jusqu’à 

38%, ce qui s’avère être relativement élevé étant donné que nous travaillons uniquement avec 

des souches bactériennes natives, c’est-à-dire non modifiées. La fermentation bactérienne a 

été réalisée dans un premier temps à une échelle laboratoire en erlenmeyer, puis en 

bioréacteur. La maîtrise des paramètres de fermentation en bioréacteur associée à la 

caractérisation précise des PHA produits tout au long de la phase d’optimisation nous a permis 

d’augmenter le volume de production tout en assurant le contrôle de la structure des PHA 

jusqu’à un volume de 18 L, laissant envisager la possibilité d’une production semi-industrielle. 

Toutefois, une amélioration pourrait être apportée au niveau de la phase d’extraction des 

PHA, qui est actuellement réalisée à l’aide de solvants organiques.  

L’ensemble de ces expériences nous a donc permis de produire à façon des PHAMCL 

insaturés à un taux d’insaturation fixé à 28%. Ces polymères faiblement cristallins possèdent 

une température de transition vitreuse de -46°C et une température de fusion de 46°C.  

La présence des insaturations permet de moduler les propriétés des PHA et donc 

d’élargir leurs champs d’application. Pour fonctionnaliser les polymères, la chimie-click s’avère 

très bien adaptée. Ce concept qualifie un ensemble de réactions très spécifiques, à haut 
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rendement et sans produit secondaire. Parmi elles, la réaction thiol-ène permet des réactions 

rapides et sélectives entre un groupement thiol et un groupement alcène.  Ainsi, par l’action 

de la chaleur ou de la lumière, nous avons greffé de façon précise des molécules possédant 

un groupement thiol sur les doubles liaisons des PHAMCL insaturés. Ces greffages peuvent être 

réalisés de façon homogène en solution ou hétérogène lors d’un greffage en surface d’un film 

polymère. Les PHA ont donc été fonctionnalisés avec d’autres polymères comme le 

poly(éthylène glycol) (PEG) apportant un caractère hydrophile, et des molécules fluorées, 

pour permettre une visualisation par IRM 19F.   

Nous avons ainsi synthétisé un copolymère fluoré amphiphile, PHA-g-(F ; PEG) afin 

d’élaborer des nanoparticules furtives. D’une part, l’ajout de PEG à la surface d’une 

nanoparticule lui apporte un caractère furtif, c’est-à-dire qu’il entraîne une répulsion stérique 

empêchant les interactions avec les opsonines du système immunitaire, évitant ainsi une 

internalisation par les macrophages. Ainsi, ces vecteurs peuvent circuler plus longtemps dans 

le système sanguin et être acheminés jusqu’au site tumoral par adressage passif ou actif. Dans 

le cas d’un adressage actif, des molécules de type ligands sont ajoutés à la surface de la 

particule et vont interagir avec des récepteurs au niveau des cellules cibles, comme l’acide 

folique dont le récepteur est surexprimé à la surface des cellules cancéreuses. Dans le cas d’un 

adressage passif, les nanoparticules vont être acheminées et accumulées au niveau du site 

tumoral par effet EPR (enhanced permeation and retention). En effet, les cellules tumorales 

surexpriment le VEGF (Vascular endothélial growth factor) qui induit une croissance rapide 

mais désorganisée de la paroi des vaisseaux sanguins dans l’environnement proche de la 

tumeur. Ainsi, en raison de la perméabilité de ces vaisseaux néo-formés, les nanoparticules 

PEGylées vont s’accumuler au niveau d’une tumeur par diffusion.   

D’autre part, l’ajout d’un agent de contraste au système vecteur permet de visualiser 

l’adressage des nanoparticules au niveau du site actif. Ici, nous avons choisi d’encapsuler du 

bromure de perfluoroctyle (PFOB), une molécule de la famille des perfluorocarbures (PFC). 

Les PFC sont des agents fluorés utilisés pour l'IRM 19F in vivo et in vitro. Les PFC sont des 

molécules organiques où tous les atomes d'hydrogène ont été remplacés par des atomes de 

fluor. Ils ont la particularité d’être non toxiques ainsi qu’inertes biologiquement et 

chimiquement. Nous avons ainsi élaboré des nanocapsules, d’un diamètre compris entre 250 
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nm et 300 nm, à base de PHA-g-(F ; PEG) visibles par IRM 19F. Toutefois, certaines 

optimisations sont à envisager afin d’améliorer le potentiel de ces nanoparticules notamment 

au niveau de leur taille. Le procédé d’élaboration des nanoparticules peut être amélioré afin 

d’obtenir des particules de tailles inférieures à 200 nm. De plus, il serait intéressant d’étudier 

leur stabilité au cours du temps dans différents solvants, par exemple dans l’eau 

physiologique. Enfin, le cœur hydrophobe des nanoparticules contenant du PFOB laisse la 

possibilité d’encapsuler un principe actif hydrophobe tel que la Doxorubicine, médicament 

anticancéreux couramment employé en chimiothérapie.   

La visualisation par IRM de biomatériaux constitué de polymère n’est pas possible sans 

ajout d’agent de contraste. Or, la visualisation de dispositif médicaux implantables offre la 

possibilité de s’assurer de sa localisation et de son implantation, et dans le cas d’implants 

résorbables, de pouvoir suivre le processus de dégradation.   

La fonctionnalisation par thiol-ène des PHA avec du perfluorodécanethiol (C8F17) nous 

a également permis d’envisager l’élaboration de revêtement de biomatériaux visibles par IRM 

19F. Ici, nous avons utilisé le copolymère PHA-g-(C8F17) pour recouvrir la surface d’un support 

obtenu par impression 3D à base de PLA-PHA. La structure du PHA-g-(C8F17) a été étudiée dans 

le détail et a mis en évidence des zones riches en fluor. Ceci est dû à la réorganisation des 

chaînes fluorées, particulièrement hydrophobes. Les mesures du temps de relaxation 

transversale (T2) obtenues par des expériences d’Echo de Hahn ont révélé des T2 de l’ordre 

de 1,2 ms, suggérant que le PHA-g-(C8F17) pourrait être visualisable avec des séquences IRM 

adaptées aux temps de relaxation très courts appelées UTE (ultrashort time echo) et ZTE (zero 

time echo). En effet, les tissus ou matériaux dont le temps de relaxation T2 est inférieur à 2 

ms ne peuvent pas être détectés de manière fiable par les séquences d'impulsions IRM 

conventionnelles. Les séquences d'impulsions à temps d'écho nul (ZTE) et à temps d'écho 

ultra-court (UTE) utilisent des paramètres d'acquisition spécialisés pour permettre la 

détection de composants ayant des T2 très courts. Ces séquences n’étant pas disponibles de 

façon standard sur les appareils d’IRM, il serait intéressant de développer une séquence UTE 

spécifique pour ce copolymère fonctionnel afin de pouvoir permettre sa visualisation et ainsi, 

étendre ses potentielles applications.   
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Des études préliminaires réalisées au laboratoire ont d’ores et déjà démontré le 

caractère biocompatible des supports tridimensionnels réalisés à partir de PHA fluorés, ce qui 

s’avère très encourageant pour le développement des copolymères fonctionnels élaborés au 

cours de cette thèse. L’IRM 19F, n’est pas développée actuellement en application clinique, 

cependant, des avancées très prometteuses semblent encourager son accélération. En effet, 

la société Celsence s’est récemment vue accorder par la FDA l’autorisation d’étude au stade 

clinique de leur produit commercial : « Cell Sense » un agent traceur perfluorocarboné 

breveté, utilisé pour observer le trafic cellulaire par IRM 19F.  

En conclusion, nous avons produit des PHAMCL fonctionnalisables par voie chimio-

enzymatique et avons démontré leur intérêt pour des applications en imagerie, sans recours 

à des agents de contraste inorganiques.   
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Titre : Exploration de la biodiversité microbienne marine pour la production de polyhydroxyalcanoates et 
étude de leur potentiel pour l’élaboration de nouveaux biomatériaux visibles en IRM. 

Mots clés : Polyhydroxyalcanoates, PHAMCL, IRM, biomatériaux, copolymère greffé 

Résumé : Les polyhydroxyalcanoates (PHA) sont 
des polymères naturels produits par une grande 
variété de bactéries. Ces polyesters naturels sont à 
la fois biosourcés, biodégradables et biocompatibles. 
Ils présentent donc un intérêt majeur pour des 
applications dans le domaine biomédical. Dans le 
cadre de cette thèse, les capacités de production de 
différentes souches bactériennes, issues de la 
biodiversité bactérienne marine ont été étudiées. 
Trois souches appartenant au genre Pseudomonas 
se sont avérées être des candidates prometteuses 
pour la production de PHAMCL insaturés lorsqu’elles 
sont cultivées à partir d’un mélange d’huile de coprah 
et d’acide 10-undécenoïque. L’optimisation de la 
production a permis la biosynthèse de PHAMCL de 
structure originale et contrôlée, comportant de 10% à 
80% d’insaturation, avec des rendements de 
production jusqu’à 38%. Leur caractérisation par 
SEC et DSC a révélé des biopolymères de hauts 
poids moléculaires et une faible cristallinité. Les 
analyses FTIR, RMN et GCMS ont permis de 
déterminer leur structure chimique et de confirmer la 
position terminale des insaturations, permettant la 

réalisation des futures fonctionnalisations par chimie-
click.  Deux dispositifs visibles par IRM ont été 
développés. D’une part, un PHA fluoré amphiphile, 
PHA-g-(F;PEG), a été synthétisé par une réaction de 
thiol-ène. Des nanocapsules, à base de PHA-
g(F;PEG), chargées avec du bromure de 
perfluorooctyle, obtenues par émulsion-évaporation, 
d’un diamètre proche de 250-300 nm, s’avèrent 
visibles en IRM 19F avec un temps d’acquisition de   
15 min. D’autre part, le copolymère PHA-g-(C8F17) a 
été préparé par greffage de perfluorodécanethiol. La 
caractérisation de la microstructure par MEB-EDX et 
DSC (modulée et conventionnelle) a montré la 
formation de microdomaines fluorés. Les 
expériences d’Echo de Hahn ont démontré un T2 de 
l’ordre de 1,2 ms, approprié pour des séquences de 
détection UTE. De ce fait, les biomatériaux préparés 
par impression 3D et recouverts de PHA-g-C8F17 ont 
le potentiel d'être utilisés comme nouveaux agents 
de contraste pour l'IRM 19F. Ces résultats mettent en 
avant un projet de thèse pluridisciplinaire, depuis la 
culture bactérienne jusqu’à la valorisation des 
biomolécules synthétisées.     

 

Title : Exploration of marine microbial biodiversity for polyhydroxyalkanoates production and development of 
new MRI-visible biomaterials. 
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Abstract: Polyhydroxyalkanoates (PHA) are natural 
polymers produced by a wide variety of bacteria. 
These natural polyesters are biobased, 
biodegradable and biocompatible. They are therefore 
of major interest for applications in the biomedical 
field. In the present thesis, the production capacities 
of different bacterial strains issued from the marine 
bacterial biodiversity have been studied. Three 
strains belonging to the genus Pseudomonas were 
found to be promising candidates for the production 
of unsaturated PHAMCL when grown from a mixture of 
coprah oil and 10-undecenoic acid. Optimization of 
the production allowed the biosynthesis of PHAMCL of 
original and controlled structure, with 10% to 80% 
unsaturation, and production yields reaching 38%. 
Their characterization by SEC and DSC revealed 
high molecular weight biopolymers with low 
crystallinity. FTIR, NMR and GCMS analyses allowed 
to determine their chemical structure and to confirm 
the terminal position of unsaturation, allowing future 

functionalization by click-chemistry.  Two MRI visible 
devices have been developed. On the one hand, an 
amphiphilic fluorinated PHA, PHA-g-(F;PEG), was 
synthesized by a thiol-ene reaction. Nanocapsules, 
based on PHA-g(F;PEG) loaded with perfluorooctyl 
bromide obtained by emulsion-evaporation, with a 
diameter close to 250-300 nm, were found to be 
visible in 19F MRI with an acquisition time of only 15 
min. On the other hand, the PHA-g-(C8F17) 
copolymer was prepared by grafting 
perfluorodecanethiol. Microstructure characterization 
by SEM-EDX and DSC (modulated and 
conventional) showed the formation of fluorinated 
microdomains. Hahn Echo experiments showed a T2 
of the order of 1.2 ms, suitable for UTE detection 
sequences. Therefore, biomaterials prepared by 3D 
printing and coated with PHA-g-(C8F17) have the 
potential to be used as novel contrast agents for 19F 
MRI. These results highlight a multidisciplinary thesis 
project, from bacterial culture to the valorization of 
the synthesized biomolecules.  


