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Matériel et Méthodes

Schéma du procede couplé

Lactobacillus reuteri Phase organique Phase organique
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+3-HP LIqUI_ el (diluant + extractant)
- Croissance de L. reuteri | oAl

Fluid 2 or

5 L de MRS + 20 g/L of glucose, 37°C, anaérobie, pH 6 i " Avantages :

ollow Fiber Membrane Baffle Collection Tube Housing

régulé avec KOH 10 N e = - Extraction non dispersive

) S - - Pas d’émulsion

- Récolte et lavage des cellules "aly B 252 T — Phase aqueuse o
Centrifugation 10 min, 5000 g, 4°C, dans tampon e _DF === S .. eppauvrieen3HP - Interfaces stabilisees
potassium-phosphate, pH 6.5 Phase aqueuse IS L ANREn - Procede biocompatible

(milieu de bioconversion) ),

- Grande surface d’échange
- Module compact
- Technique peu colteuse

Principe de I’extraction réactive par contacteur a membrane

Extraction réactive du 3-HP .
par contacteur membranaire - Bioconversion du glycérol en 3-HP Nombre de fibres 9800

B ok = A 2.5 L d’eau + glycérol (18 g/L), 37°C, anaérobie, 100

Bioconversion microbienne: il Cninération de | ' CFU/mL, pH libre ou régulé avec KOH 10 N et HCI 5 N d
Glycérol = 3-HP egenerationde fa S des Taille moyenne des pores 0,03 um
phase extractante - Extraction in situ du 3-HP fibres

% - iAol 4t Py Surface d’échange dans cette configuration 0,36 m?
S = Extraction I\|qU|de liquide reactive assistée par un AQ Org 8 8
Récupération du 3-HP contacteur a membrane dans une phase organique e eriowr
v dansune J{ phase aqueuse extractante de décanol 80 % v/v et 20 % v/v amines des =» Récupérer le 3-HP sous forme purifiée

fibres

3-hydroxypropionique (TOA et/ou Aliquat 336), 25 °C =>Enlever une des sources d’inhibition et donc potentiellement
améliorer les rendements de production

Croissance sur glucose

Diametre interne d’une fibre 200 um

Reésultats et discussion

Optimisation de I'extraction réactive du 3-HP
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p t IMIS at 10N € la loconversion u g y cerol en = [3-HP] =1g/L, pH 3.2 [3-HP] = 1 g/L, 20 % TOA/Aliquat 336 (10/10) 20 % TOA/Aliquat 336 (10/10) dans 80 % décanol
Etude de I'impact du pH du milieu de bioconversion sur les performances de production de 3-HP par L. reuteri (T = 2 h) : Soeoe0 o = 08
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Extraction physique de l'ordre de 10 %

ERCM améliorée quand ajout d’Aliquat 336 (synergie) X , , Aci Fmelonas & ph aci.de o ERCM a?méliorée a failele cc\mcgntration en ac?de
Peu de différences entre les différents ratios TOA / Aliquat 336 Role prépondérant du TOA dans la synergie avec [Aliquat 336 Extraction du 3-HP méme a faible concentration

, , m Cellules viables mi Cellules altérées mCellules mortes
M Glycérol consommé m3-HPA m3-HP m1.3PDO

Etude de I'impact de la vitesse d’agitation du milieu sur les performances de production de 3-HP par L. reuteri (T =2 h)

10 100 -
90 -
8 - 80 -
70 -
6 - 60 -
50 -
4 - 40
: -E

ISPR du 3-HP en milieu réel de bioconversion
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Conditions expérimentales :

% de cellules

=
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[3-HP],= 1.54 g/L
[Glycérol];=1.34 g/L
[3-HPA],=13.06 g/L
[1,3-PDO];=1.58 g/L

- Augmentation de la viscosité de la
phase organique en augmentant le
part d’Aliquat 336

Concentration (g/L)
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[3-HP]/ [3-HP]i (g/L)

Coefficient de distribution K

2 0 - | - Aliguat 336  potentiellement
100 rpm 250 rpm 100 rpm 250 rpm : 0.8
. o toxique pour les cellules en cas de
W Glycérol consommé m3-HPA m3-HP m1.3PDO m Cellules viables m Cellules altérées m Cellules mortes contact
- Augmentation de la consommation du glycérol et de la production des métabolites lorsque le pH augmente _ pH initial du milieu réel = B 013
- Etat physiologique préservé lorsque le pH augmente et trés affecté a pH libre - [3-HP]. = 1.54 g/L 0 6 0 100 120 140 160 180 200 0.04 = 0.001
. . o o 4 o 4 o . T ! i i ! !
- Diminution de la consommation du glycérol et de la production des métabolites lorsque la vitesse N Sl A LR i ] i
. 3-HP Glycerol 3-HPA 1,3-PDO
d’agitation d il : " g g ducti le 3-HP = 18 % de TOA + 2 % Aliquat 336 ¢ Milieuréel epH4 epHS5 elg/L #2g/L
agitation du milieu augmente mais meilleur rendement de production pour le 3- dans 80 % décanol (v/v) Seulement 61 % d’extraction du 3-HP en phase organique Diminution du KD obtenu par rapport aux tests sur milieu modele

- Pas d’impact significatif de la vitesse d’agitation sur I'état physiologique de L. reuteri Résistance au transfert di aux macromolécules présentes dans le milieu Sélectivité de I'ERCM

Conclusions et perspectives

[ Optimisation de la bioconversion ] [ Optimisation de 'ERCM du 3-HP ] { Résistance aux stress liés au procéde couplé J
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pH Agitation Concentration cellulaire pH [3-HP] Composition phase extractante Métabolites Phase organique Contraintes mecaniques
pH nr— 100 rpm — DO 12 [ pH faible — ratio TOA/Aliquat (18/2) ] [ Pas d’effet des contraintes mécaniques, effets du 3-HP et du 3-HPA J
Faibles rendements de production et inhibition rapide ERCM rapide, efficace et sélective TOA seul peu toxique dans decanol
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Premiers tests de couplage production — extraction
Bioconversion a pH non régulé, 100 rpm, DO 12 ERCM avec TOA 20 % (v/v) + décanol 80 % (v/v)
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