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Strategie de recuperation in situ de molécules

2
000 . R .
produites par voie microbienne

Couplage de procédes upstream-downstream : des avantages a saisir...

- Lever des inhibitions dues aux molécules produites par les micro-organismes :
7" productivités, 7 rendements

N volumes d’effluents a traiter, N co(its downstream

- ISPR appliquée avec succes pour la production de composés d’arbme, acides
organiques, bioalcools, etc... avec diverses technologies (littérature abondante)

- ISPR considérée comme technologie de rupture en Biotechnologie Industrielle a
) T *
Fhorizon 2021 * Smither & Rapra (2011)

...et des verrous a lever

= Encore peu de données sur efficacité, maturité et codts

= Mise en balance avec la complexité d’'un procédé couplé et le colt d’équipements
spécifiques

= Verrous technologiques : freins a I'implantation industrielle de certains procédes
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®® | Deux illustrations (travaux en cours)

Couplage 1 : bioconversion Couplage 2 : fermentation et
et extraction réactive pour pervaporation pour la
la production d’'un production d’'un

acide organique bialcool

AL St
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®® | Deux illustrations (travaux en cours)

Couplage 1 : bioconversion et
extraction réactive pour la
production de

I’acide 3-hydroxypropionique

A

These G. Burgé (2013-2016)
These F. Chemarin (2014-2017)
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e e!| Production du 3-HP par bioconversion du glycerol :

Verrous actuels
OH

= | actobacillus - L. reuteri — producteur Ho_~_oH  glycerol
na_lturel de 3HP a partir de glycérol, mais a l OA zrem)
fa|b|e prOdUC“V'te (Dishisha et al, 2014; Burgé et al, 2015) HO H
. e . . A
= 3-HP et son intermédiaire métabolique, le o & \M
3-hydroxypropionaldehyde ~ (3-HPA) o~ Hod 7 3_prop::e ol
inhibiteurs de L. reuteri @surge et ai, 2015) (3-HP) " (1,3-PDO)
ISPR Bioconver)sdon & Extractio%éactive
Stratégie pour lever [linhibition, r N N

e

>

améliorer les performances de la
bioconversion et extraire I'acide 3-HP

Intensification du bioprocéde

|

C_”j‘:;;l
— _'_.--"

|




.S. Production du 3-HP par bioconversion du glycérol
Schéma de principe du procedé integré

Récolte

biomasse Extraction réactive lig/liq du 3-HP

en contacteur membranaire

ik

Régénération
phase
extractante

— — — — — — — — — —

Membrane hydrophobe
(porosité = 30-40 %
diameétre moyen pores =40 nm)

Récupération

sélective du 3-HP %‘




.“ Production du 3-HP par bioconversion du glycérol
Schéma de principe du procedé integré

Récolte

biomasse Extraction réactive lig/liq du 3-HP

en contacteur membranaire

Régénération
phase
extractante

— — — — — — — — — —

Membrane hydrophobe
(porosité = 30-40 % Récupération

diametre moyen pores =40 nm) sélective du 3-HP
f% Comment améliorer les performances de bioconversion par la conduite du procéedé?
- Quelle incidence du procédé intégré sur |’état physiologique des microorganismes?

< - Quels sont les mécanismes de 'extraction réactive du 3-HP en milieu complexe de
’ bioconversion?

- Comment prédire ses performances (modélisation des équilibres réactifs et phénomenes
cinétiques)?

\




.;. Production du 3-HP par bioconversion du glycérol :
Bioconversion en mode fed-batch: des performances prometteuses

m,p =12 g, soit 8 g/L ms,p =20 g, soit 12 g/L
95 () ® Glycerol 20,5 gh Glycerol &2 1 g/h

C

5 18.8

I

ap]

8 125

b . °®

=

(1]
En mode batch : & 6.3 . .
arrét de la € B Maintien de la
bioconversion au 0.0 8* bioconversion
bout de 3h, 0 15 30 45 60— jusqu’a 60h
Soit (~2 g/L de 3-HP) Durée (h)

» Le mode fed-batch reduit I'accumulation de 3-HPA (<CMI)

Amélioration notable des performances fed-batch vs. batch
Stage J Gorge (2016)



.5. Production du 3-HP par bioconversion du glycérol :

[3-HP] / [3-HP]i

Extraction réactive : milieu modele vs. milieu de bioconversion

1.0 ’ Conditions opératoires
[3-HP]=1g/L
Extractants: 10% TOA + 10%

$
0.6 - gtﬁi } Aliquat + 80% deécanol

0.8 -

2SS
. ’: 0}§§{ ¢ } ®& pH4-5
0.2_ ”‘.’ ’ . ’ ,p )

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Time of extraction (minutes)
Burgé et al (2016); Moussa et al (2016)

- Cinétique plus rapide et rendement plus élevé de |'extraction pour le
milieu modele vs. milieu réel.

Roéle des constituants du milieu de bioconversion: protéines, acides aminés,
anions or biosurfactants - compétition vis-a-vis de I'extraction du 3-HP et
adsorption a 'interface entre phases ag. et org.




... Production du 3-HP par bioconversion du glycérol :
Extraction réactive : modélisation

R2> 0,98

2.5

1

R3Nini (mol/L)

0.5

0.2

AHini (mol/L)

[F£3N|_]I P]opt ~9g/L

~20% v/v

Modele rend bien compte
des variations non
monotones

Modele permet de prédire
correctement le rendement
d’extraction

Modele donne des valeurs

de constantes d'equilibre
pour les cinétiques

Chemarin et al (2017, In Press)



11

200 Production du 3-HP par bioconversion du glycérol :
Bioconversion extractive : premiers resultats

v 12 After3 h
) m Without ISPR
; = 8 1 )
08 - ;;;1 B — . OWith ISPR
‘? . '_—'-'-'--..__'; — ‘-Ei 6 |
=406 - S
3 “é 5
T 04 4
02 I S 2l _
: _ . '] ~
o b | | 3 HP. extractllon | . | i
0 0.5 ! 15 2 25 3 Colnsumpl,d 3-HPA 3-HP 1,3-PDO
Tlmelof biocorjversion (h) glyeero
|
| 22
100
o ! P
- N I v Hypothéses explorées:
22000\ : -
2 . ] )
@ % 70 RN i i J‘ Effet cumulé de plusieurs types de
& 5o DL stress physiologi
-2 . s physiologique
.g ""u' 50 o 9 J4 oy 7 d | -d ofc
S E \ D 40% o nécessité de les identifier et
© > 4C , . .
s g . \ I v découpler leurs contribution
58, \ I
o\° " i o o
10 N i R — Comment les limiter?
0 7 . . . La Ed r
0--_—_—_—>%-><¥ O 1% o - Améliorer la biocompatibilité
0 05 15 2 25 3

Time of bioconversion (h)

Burgé et al (2017)
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©0®@®| Deux illustrations (travaux en cours)

Couplage 2 : fermentation et
pervaporation pour la
production du

n-butanol

AL ﬂki}‘;(

Projet ButExt (2016-2018)
Développement d’un procédé intégré continu de
fermentation/extraction pour la production anaérobie de
n-butanol a hauts titre, rendement et productivité

UMR LISBP-UMR GMPA
Financement 3BBCAR



3. Couplage fermentation et pervaporation pour la
production du n-butanol
Schéma du proceéedé integre

Recyclage liquide Q.

Recyclage
microorganismes

Membrane
filtration

Extraction/
Concentration

Alimentation D, élevé
continue en ] du l
milieu nutritif V = Pervaporation butano
QL1 constante

|

- Quelle conduite du bioréacteur a membrane?
< - Quelles membranes de pervaporation sont compatibles et performantes?

- Quelle conduite du procédeé integré?

\




3. Couplage fermentation et pervaporation pour la
production du n-butanol <
BRM avec recyclage de cellules: premiers résultats LISBP

Culture continue en chemostat Culture continue avec recyclage
des cellules (BRM)

=0,18 g.L'Lh1 I butanol moyenne = 0,36 g.LL.h™1

r butanol moyenne

=0,49 g'l--l-h-l 9 Glucose moyenne =14 g'L-l'h-l

q Glucose moyenne

- — -1
V ButOH moyenne = 0,17 h* V ButoH moyenne ~ 0,19 h

/1 Vitesse de production de butanol (+50%)
/1 Vitesse de consommation de glucose (+85%)

Vitesse spécifique de production de butanol: équivalente pour les deux configurations

Tests a refaire en modifiant la membrane de filtration Travaux de L. Galindo (IR) (2016)



.3. Couplage fermentation et pervaporation pour la
production du n-butanol
Pervaporation : premiers résultats oroan et etive

commerciale

B ButOH

x 10-8

(00}

Perméance [kg.m2.s1.Pal]

Composés PURS Mélange BINAIRE Mélange TERNAIRE Milieu REEL

> Etude des mécanismes de transfert : caractérisation des propriétés intrinseques de
7 membranes de pervaporation étudiées sur des milieux modeles et réels (complexes).

» Mise en évidence de phénoménes d’interactions intermoléculaires; molécules-membrane
* ldentification de membranes aux performances prometteuses (conservees en milieu
réel de fermentation).
=» Poursuite des travaux :
—> Etudier la stabilité des performances membranaires sur le long terme
- Couplage fermentation-pervaporation Stage C Auguste Dormeuil (2017)



16
® @ |Conclusion et perspectives

* Intégration de procédés upstream-downstream : stratégie porteuse
d’opportunités
Innovation °Denombreuses questions scientifiques nouvelles
en Biotech ¢ De nombreux verrous techniques sont a résoudres

* Vers I'optimisation multi-objectifs
Approche ¢ Vers une approche integrée muti-échelles
holistique

* Quelles methodologies sont adaptées?
Empreinte * Quelles sont les données pertinentes a collecter?
environne ° Généricité des données?

mentale
Fi

- -]
: =)
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»
=
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