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RÉSUMÉ 
 

La synthèse de produits chimiques à partir de ressources renouvelables est une préoccupation 

majeure qui contribue au développement de la bioéconomie. En effet, un intérêt croissant est porté à la 

production durable de molécules plateformes biosourcées, comme l’acide 3-hydroxypropionique (3-

HP), un acide carboxylique hydroxylé. Le développement de procédés biotechnologiques de 

production du 3-HP se heurte à plusieurs verrous. La bactérie lactique Lactobacillus reuteri a été 

identifiée comme productrice naturelle de 3-HP à partir de glycérol (co-produit de l’industrie du 

biodiesel), mais avec de faibles productivité et titre, en raison des effets inhibiteurs de la molécule 

d’intérêt et de son intermédiaire métabolique, le 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA). Le rendement de 

production est quant à lui limité par la formation de co-produits, comme le 3-HPA et le 1,3-

propanediol (1,3-PDO). L’intégration d’un procédé d’extraction in situ du 3-HP avec le système de 

bioconversion pourrait conduire à une diminution de l’inhibition et à une récupération en continu de la 

molécule ciblée. Pour cela, l’extraction réactive liquide-liquide assistée par contacteur à membrane a 

été identifiée comme une technique d’intérêt. Elle permet de mettre en œuvre une surface d’échange 

spécifique bien supérieure en comparaison aux procédés dispersifs usuels, empêche la formation d’une 

émulsion et permet de limiter le contact direct des cellules avec la phase organique extractante, 

potentiellement toxique. 

Trois souches de L. reuteri, représentatives de la diversité intra-spécifique, ont d’abord été 

étudiées en fioles et leurs performances de croissance sur glucose et de bioconversion du glycérol en 

3-HP ont été comparées. La souche DSM 17938, bonne consommatrice de glycérol et productrice de 

3-HP, a été sélectionnée pour la suite du projet. Durant la bioconversion, une perte totale de la 

cultivabilité cellulaire, concomitante à une diminution de l’activité enzymatique des bactéries 

productrices a été observée. Des analyses spécifiques par cytométrie en flux ont alors révélé un impact 

délétère du 3-HPA et, dans une moindre mesure, du 3-HP uniquement en conditions acides. Dans le 

but d’optimiser les performances de production du 3-HP et de mieux en comprendre les déterminants 

métaboliques, la bioconversion a été mise au point en bioréacteur et un apport contrôlé de glycérol 

(mode "fed-batch") a été développé, permettant de diminuer l’accumulation de 3-HPA dans le milieu. 

Concernant l’extraction du 3-HP, l’utilisation combinée de tri-octyl-amine (TOA) et d’Aliquat 

336 dilués dans du n-décanol a conduit à des performances élevées (rendement d’extraction maximum 

supérieur à 90 %) sur une gamme de conditions expérimentales compatibles avec la bioconversion 

(pH, concentration en 3-HP). Une synergie entre les deux amines extractantes a été mise en évidence. 

Le 3-HP est extrait de façon prédominante par rapport aux autres métabolites de la voie de 

bioconversion, confirmant la sélectivité du procédé de séparation choisi. Cependant, lorsque 
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l’extraction est réalisée sur un milieu réel de bioconversion, certains composés d’origine cellulaire sont 

suspectés de s’adsorber à l'interface entre les phases au niveau des pores de la membrane. Cet effet, 

combiné à la possible compétition entre le 3-HP et des composés (sels) également capables de réagir 

avec les extractants, a conduit à des limitations en termes de rendement, de cinétique d’extraction et de 

sélectivité. 

A notre connaissance, ce travail constitue la première étude dédiée à la bioconversion extractive 

du 3-HP. Toutefois, ce nouveau procédé intégré montre encore de faibles performances (productivité, 

concentration finale, durée de production), en raison d’une inhibition importante des bactéries 

productrices par les métabolites de la voie de bioconversion et la phase organique extractante. 

Différentes pistes d’optimisation ont été suggérés pour surmonter les différents verrous identifiés. 

 

Mots clefs : procédé intégré, production biotechnologique, extraction in situ, état physiologique, acide 

3-hydroxypropionique, Lactobacillus reuteri 
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ABSTRACT 

Within the development of bioeconomy, there is an increasing drive towards the production of 

chemicals from renewable biomass-derived feedstock. In this context, interest in the sustainable 

production of biobased building blocks, such as the bifunctional 3-hydroxypropionic acid (3-HP), is 

growing. Among its various applications, the 3-HP can be used for the synthesis of biobased polymers 

and acrylic acid. The development of a biotechnological process to produce this platform chemical is a 

key issue. Lactobacillus reuteri is known as a natural producer of 3-HP from glycerol (by-product of 

biodiesel manufacturing industries) although at low yield and productivity, due to the inhibitory effects 

of the product and of its metabolic intermediate 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA), as well as the 

formation of 1,3-propanediol (1,3-PDO) as co-product. The integration of an in situ 3-HP extraction 

process to the bioconversion system could lead to a decrease in inhibition phenomena and to the 

continuous recovery of the targeted molecule. To this aim, the reactive liquid-liquid extraction assisted 

by a membrane contactor was considered in the present study. This technique shows a high specific 

surface area, unrivaled when compared to usual dispersive processes, without creating emulsion and 

limits the direct contact between bacteria and the organic phase. 

First, three L. reuteri strains, representative of the intra-species diversity, were studied in flasks 

and compared in terms of growth performance on glucose and of 3-HP production using glycerol as 

substrate. The DSM 17938 strain, a good glycerol consumer and 3-HP producer, was then selected for 

the project. During bioconversion, a total loss in cultivability concomitant with a decrease of the 

cellular enzymatic activity was observed. Flow cytometry analyses revealed a great impact of 3-HPA 

and, to a lesser extent, of 3-HP only in acidic conditions. To optimize 3-HP production performances 

and further understand its metabolic determinants, bioconversion was set up in bioreactor with a 

controlled feeding in glycerol (fed-batch mode). 

Concerning the 3-HP extraction, the use of a mixed extractants (tri-octyl-amine and Aliquat 336 

in n-decanol) showed high performances over a wide range of experimental conditions (pH, 3-HP 

concentration), highlighting a synergistic effect. 3-HP was predominantly extracted over all the 

molecules of the bioconversion medium, confirming the selectivity of the extraction process studied. 

Nevertheless, when extraction was performed on a real bioconversion broth, some cell-originating 

compounds were suspected to adsorb to the interface between the two phases near the pores of the 

membrane. This effect, combined to the possible competition between 3-HP and other compounds able 

to react with the extractants, such as salts, led to limitations in the extraction performances and 

selectivity. 
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To our best knowledge, this work is the first one dedicated to the study of 3-HP extractive 

bioconversion. However, this new integrated process currently displays low performances (productivity, 

final product concentration, production duration) due to bacterial inhibition by the bioconversion 

metabolites and the extractant organic phase. Several optimization tracks have been suggested to 

overcome the identified locks. 

 

Keywords : integrated process, biotechnological production, in situ extraction, physiological 

state, 3-hydroxypropionic acid, Lactobacillus reuteri 
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ENZYMES 

 

AldH :   aldéhyde déshydrogénase     3-HPA  3-HP 

DhaB :   glycérol déshydratase     glycérol  3-HPA 

DhaD :   glycérol déshydrogénase    glycérol  DHA 

DhaK :   dihydroxyacétone kinase    DHA  DHAP 

DhaLKM :  dihydroxyacétone kinase    DHA  DHAP 

DhaR :   facteur de réactivation de DhaB 

DhaT :   1,3-propanediol oxydoréductase   3-HPA  1,3-PDO 

GDH :    glycérol déshydratase     glycérol  3-HPA 

GldA :   glycérol déshydrogénase    glycérol  DHA 

GlpD :   glycérol phosphate déshydrogénase   glycérol-3P  DHAP 

GlpF :   glycérol symporter (transporteur)   glycérolext  glycérolint 

GlpK :   glycérol kinase      glycérol  glycérol-3P 

GlpR :   facteur de régulation de l’utilisation de glycérol 

KGSADH :  α-cétoglutarique semialdéhyde désyhdogénase  3-HPA  3-HP 

LdhA :   lactate déshydrogénase     pyruvate  lactate 

PduCDE :  diol déshydratase     glycérol  3-HPA 

PduF :   transporteur du glycérol    glycérolext  glycérolint 

PduL :   phosphotransacylase     3-HP-CoA  3-HP-P 

PduP :    propionaldéhyde déshydrogénase   3-HPA  3-HP-CoA 

PduQ :   1,3-propanediol oxydoréductase   3-HPA  1,3-PDO 

PduW :  propionate kinase      3-HP-P  3-HP 

PhaC :   polyhydroxylalkanoate synthase   3-HP-CoA  poly(3-HP) 

PSALDH :  semialdéhyde déshydrogénase   3-HPA  3-HP 

PuuC :   aldéhyde déshydrogénase    3-HPA  3-HP 

NOX :    NADH oxydase 

YqhD :  alcool déshydrogénase / aldéhyde réductase  3-HPA  1,3-PDO 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

La prise de conscience au niveau mondial de l’épuisement des ressources naturelles remonte 

au début des années 1970. Cette problématique s’est d’abord concentrée sur l’énergie, puis sur les 

hydrocarbures en tant que sources de carbone. A l’heure actuelle et au niveau mondial, plus de 80 

% des ressources énergétiques proviennent de gisements fossiles : pétrole (31 %), charbon (29 %), 

gaz naturel (21 %)1. Si on ajoute à ces gisements fossiles pourvoyeurs de dioxyde de carbone 

(CO2) les matières premières de l’énergie nucléaire (uranium, thorium), la part des énergies non 

renouvelables atteint 87 %. Les 13 % restants sont donc fournis par les énergies dites 

renouvelables : hydroélectricité, géothermie, énergie éolienne, énergie solaire (photovoltaïque et 

thermique) et biomasse, dans une plus faible mesure1. Cette tendance ne devrait pas changer dans 

les décennies à venir, notamment en raison de l’augmentation de la consommation de charbon en 

Chine et de la production américaine croissante de gaz de schiste2. Cependant, les réserves de 

pétrole et gaz naturel risquent d’être largement consommées avant la fin du XXIème siècle et le 

charbon d’ici deux ou trois siècles2. Concernant la France, même si la répartition est différente (20 

% de l’énergie fournis par le nucléaire et 67 % par les combustibles fossiles), la part de 

renouvelable n’est également que de 13 %3.  

L’utilisation massive des ressources fossiles pour produire de l’énergie a nécessairement eu 

un impact important sur les prix liés à ses autres usages et notamment ceux de l’industrie 

chimique. Depuis quelques décennies, les recherches concernant la transformation de la biomasse 

à l’échelle industrielle sont cependant en mesure d’offrir des produits de substitution dans les trois 

grands domaines d’application des dérivés du pétrole (carburants et combustibles pour 92 %, 

matériaux et revêtements routiers pour 3 %, pétrochimie, lubrifiants et autres pour 5 %)4. L’essor 

de cette nouvelle industrie repose notamment sur les progrès scientifiques et technologiques 

effectués dans les domaines de la chimie du végétal, des biotechnologies microbiennes pour 

                                                 
 

1 International Energy Agency - Key World Energy Statistics 2014, p6 - octobre 2014. 

2 https://www.terra-symbiosis.org (consulté en septembre 2015) 

3 https://www.lenergieenquestions.fr (consulté en septembre 2015) 

4 http://www.esso.fr/Europe-French/PA/about_que_raffinage_baril.aspx (consulté en septembre 2015) 
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l’industrie (biotechnologies "blanches") et du génie des procédés ainsi que sur leur mise à 

l’échelle industrielle. 

Dans les pays développés, plus de 100 000 produits chimiques sont utilisés quotidiennement 

dans des domaines très variés (hygiène, santé, habillement, habitat, transport…)5. Mais cette 

situation doit aujourd’hui faire face à plusieurs défis majeurs6. En effet, la chimie de synthèse s’est 

développée en grande partie à partir des ressources minières d’hydrocarbures. Aujourd’hui, 

l’usage incontournable de carburants liquides et gazeux pour la production énergétique a conduit à 

une raréfaction de ces réserves fossiles. Par ailleurs, le réchauffement climatique observé est, au 

moins en partie, lié à l’activité humaine et à la combustion des énergies fossiles déstockées. La 

montée des préoccupations écotoxicologiques a ainsi conduit à une réflexion concernant la 

transition d’une économie basée sur l’utilisation des ressources de carbone fossile à celle basée sur 

l’emploi des ressources renouvelables. La chimie durable ou chimie "verte" est ainsi devenue un 

axe prioritaire de recherche et développement. Si, en 2011, 90 % des produits chimiques étaient 

encore pétrosourcés, les estimations à l’horizon 2030 montrent que 25 à 30 % des principales 

molécules de la chimie pourraient être issues du carbone renouvelable7. Preuve de cette transition, 

12 des 15 premières entreprises chimiques mondiales ont une activité de production ou de 

recherche concernant l’exploitation des sources de carbone renouvelables (BASF, Dow Chemical, 

Bayer, Dupont…)8. Au niveau français, le développement de la chimie du végétal, une des 

composantes de la chimie verte, apparait également comme une priorité, figurant notamment 

parmi les sept ambitions principales du rapport de la commission Innovation 20309. 

 

                                                 
 

5 European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances. OJC (1990) 
   http://esis.jrc.ec.europea.eu/ (consulté en septembre 2015) 
 
6 Les molécules biosourcées, Institut Carnot 3BCAR, 2ème forum Recherche Industrie (2014) 

7 Chimie du carbone vert renouvelable. L’agriculture de demain sera-t-elle en mesure de remplacer les produits 
pétroliers dans les domaines de la chimie, des matériaux et de l’énergie. Jean-François Morot-Gaudry et Jean-Claude 
Pernollet (2013) 
 
8 Tullo AH, C&EN Northeast news bureau, Global Top 50 : C&EN’s 2013 survey 

9 Un principe et sept ambitions pour l’innovation. Rapport de la commission Innovation 2030 présidée par Anne 
Lauvergeon (2013) 
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Une interrogation a cependant vu le jour et suscite de nombreuses inquiétudes, celle de la 

compétition pour les terres arables, l’utilisation des surfaces pour les bioproduits ne pouvant se 

faire au détriment de l’alimentation. Ainsi, comme l’a expliqué le directeur général de la FAO, 

José Graziano da Silva, le 16 janvier 2015 lors du Forum mondial pour l’alimentation et 

l’agriculture, le modèle de développement agricole intensif basé sur les intrants, très 

consommateur d’énergie et générateur de pollutions, suivi au cours des 40 dernières années, n’est 

plus viable. Un changement de paradigme est donc nécessaire en matière de production 

alimentaire, notamment en travaillant à une transition généralisée et globale vers des systèmes 

agricoles et des pratiques de gestion des terres durables, ce qui passe par une utilisation plus 

efficace des ressources naturelles, respectant l’usage alimentaire des récoltes tout en valorisant 

leur part non alimentaire.  

Aujourd’hui, les défis que doit relever l’agriculture sont donc nombreux. Sa vocation 

première est évidemment de nourrir les habitants de la planète : plus de 7 milliards en 2015, entre 

8 et 11 milliards à l’horizon 2050, peut être 16 milliards à la fin du siècle10. Mais l’un de ses rôles 

est également de fournir une alternative possible au carbone fossile par l’intermédiaire de la 

biomasse qu’elle est en mesure de produire. Outre la production de biocarburants de première ou 

deuxième génération, cette biomasse peut également servir de base pour la synthèse 

d’intermédiaires chimiques permettant ainsi de substituer un nombre important de molécules 

issues de l’industrie pétrochimique. C’est dans ce contexte que le Department of Energy américain 

(DoE) a établi en 2004 (Werpy and Petersen 2004) une liste de 12 molécules prioritaires (ramenée 

à 10 en 2010 ; Bozell and Petersen 2010) à produire à partir de la biomasse (cf. tableau ci-

dessous). Ces molécules plateformes, ou synthons, sont ensuite susceptibles d’être converties en 

un grand nombre de produits chimiques d’intérêt.  

                                                 
 

10 https://esa.un.org/unpd/wpp (consulté en septembre 2015) 
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Liste des molécules plateformes identifiées par le Department of Energy américain  

comme prioritaires à synthétiser à partir de la biomasse, établie en 2004 et revue en 2010. 

 

Outre le développement d’une agro-industrie, l’essor de la bioéconomie repose également 

sur le développement des régions à partir de leurs avantages spécifiques (compétences, ressources 

agricoles, localisation géographique)5. C’est dans ce cadre qu’un Centre Européen en 

Biotechnologies et Bioéconomie (CEBB) a été créé sur le pôle agro-industriel de Reims-Pomacle-

Bazancourt grâce à un financement de la région Champagne-Ardenne, du conseil général de la 

Marne et de Reims métropole. Les collectivités locales, aux côtés des structures d’enseignement et 

de recherche concernées (AgroParisTech, École Centrale Paris, Néoma Business School, 

Université de Reims), soulignent leur volonté de mener une politique commune pour approfondir 

leur engagement vers la valorisation non-alimentaire des agro-ressources par l’emploi des 

biotechnologies blanches. Cette initiative contribue à préparer la société à affronter de grands défis 

à un niveau global, comme la raréfaction des énergies fossiles et le passage à une économie 

circulaire (production des biens et des services en limitant la consommation et le gaspillage des 

matières premières), tout en contribuant au développement des entreprises et de l’emploi au 

niveau local. C’est dans ce contexte qu’est née en 2012 la Chaire en Agro-Biotechnologies 

Industrielles (ABI), sous l’impulsion d’AgroParisTech et grâce au financement de ces collectivités 

locales, à proximité du site de la bioraffinerie de Pomacle-Bazancourt, près de Reims. Du fait de 

son expertise en microbiologie, génie des procédés et chimie verte, la chaire ABI est en mesure de 

répondre, à son échelle, aux défis que représente la mutation d’une économie basée sur 
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l’exploitation du pétrole et des ressources minérales vers la bioéconomie, basée sur l’utilisation 

des ressources animales et végétales. 

En ce qui concerne le choix de molécules bio-sourcées comme objets d’étude dans le cadre 

de ce projet, une analyse stratégique, dont la démarche s’inspire de celle du DoE, a été conduite 

par AgroParisTech (projet ProdExBio11 financé par le conseil scientifique d’AgroParisTech en 

2011). Elle visait à identifier les molécules plateformes d’intérêt sur le plan économique et pour 

lesquelles des compétences scientifiques mobilisables au sein d’AgroParisTech et des UMR de 

l’INRA concernées en Ile de France et en région Champagne-Ardenne constituaient un atout pour 

lever les verrous existants. Cette analyse a ainsi conduit à travailler sur l’acide 3-

hydroxypropionique, synthon d’intérêt dont la production à partir de ressources renouvelables est 

limitée par les connaissances actuelles sur les procédés de bioconversion et de séparation. 

C’est dans ce contexte que le projet de thèse portant sur une « approche intégrée couplant 

procédé microbiologique et procédé séparatif in situ pour la production d’acide 3-

hydroxypropionique », qui vise à valoriser le glycérol issu de la production de biodiesel et à 

produire par voie biotechnologique l’une des 12 molécules plateformes identifiée par le DoE, a vu 

le jour au sein de l’Unité Mixte de Recherche « Génie et Microbiologie des Procédés 

Alimentaires » (UMR 782 GMPA INRA-AgroParisTech, Thiverval-Grignon), avec l’appui 

financier et scientifique de la Chaire ABI. 

Ce manuscrit présente en quatre chapitres principaux l’ensemble des travaux effectués dans 

le cadre de ce projet de thèse. 

Un état de l'art est présenté dans le Chapitre 1. Il traitera dans une première partie de 

l'obtention de l’acide 3-hydroxypropionique (3-HP) par voie biotechnologique puis, dans une 

deuxième partie, de différentes méthodes permettant l’extraction in situ d’acides organiques en 

milieux biologiques. Les contraintes et limites de chaque méthode seront discutées et l’intérêt de 

l’extraction liquide-liquide réactive assistée par contacteur à membrane sera détaillé. En fin de 

chapitre, la problématique, les hypothèses de travail ainsi que les objectifs principaux de ce 

travail de thèse seront explicités et illustrés sur la base du schéma général du procédé intégré 

couplant production microbienne et extraction in situ mis en œuvre dans le cadre de la thèse. 

                                                 
 

11 Projet ProdExBio : "Production et Extraction de molécules Biosourcées" 
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Le Chapitre 2 sera consacré aux différents protocoles opératoires et matériels utilisés dans 

ce projet. A la fin de ce chapitre, la publication n°1 détaillera la mise au point de la synthèse 

chimique d'un des produits de la voie de bioconversion, le 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA), 

ainsi que sa caractérisation et la validation d’une nouvelle méthode de dosage par HPLC.  

 Le Chapitre 3 présentera les résultats principaux obtenus dans le cadre de ce projet. La 

partie 1 traitera de la croissance bactérienne (publication n°2) et de la bioconversion du 

glycérol en 3-HP (publication n°3) par trois souches de L. reuteri. La réalisation de ces étapes en 

bioréacteurs (batch et fed-batch) et l'étude de l'impact du 3-HP sur l'état physiologique des 

bactéries productrices seront également présentées. Dans la deuxième partie, la formulation de 

la phase extractante appropriée pour l'extraction réactive du 3-HP est présentée, ainsi que la 

comparaison des performances d’extraction avec celles atteintes pour son isomère de position 

(acide lactique ou 2-HP) (publication n°4). L'optimisation de cette extraction à l'aide d'un 

contacteur liquide-liquide à membrane et l'influence de la composition du milieu (comparaison 

milieu modèle et milieu réel de bioconversion) sont également détaillées (publication n°5). La 

partie 3 présentera les résultats des premiers travaux sur le procédé intégré couplant 

bioconversion microbienne et procédé séparatif in situ pour la production de 3-HP, en se 

focalisant sur l'impact du couplage des procédés sur l'état physiologique de L. reuteri 

(publication n°6). 

 Le Chapitre 4 permettra, dans une conclusion générale, de reprendre et de discuter 

l'ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ce projet et d'ouvrir sur les perspectives de 

travail. 

Pour résumer, la structure générale du manuscrit de thèse est présentée dans le schéma ci-

dessous. L’articulation des différents chapitres et parties qui le constituent est ainsi détaillée en 

fonction du champ disciplinaire mobilisé (génie microbiologique, génie des procédés séparatifs, 

chimie organique et analytique). 
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Génie Microbiologique Génie des Procédés Séparatifs Chimie organique et analytique

Partie 1 : Bioconversion du glycérol 
en 3-HP par voie microbienne

Partie 2 : Extraction liquide-liquide 
réactive du 3-HP assistée par 

contacteur à membrane (ERCM)

Partie 1 : Production biotechnologique 
de 3-HP : limites et enjeux

Partie 4 : Synthèse, caractérisation et 
dosage du 3-HPA
(Publication n°1)

Partie 1 : Bioconversion du glycérol 
en 3-HP par voie microbienne

1.1 Croissance sur glucose et utilisation
des voies métaboliques par L. reuteri
(Publication n°2)
1.2 Bioconversion du glycérol en 3-HP
par L. reuteri et impact sur l’état
physiologique sur les bactéries
productrices (Publication n°3)

Partie 3 : Problématique, hypothèses de travail et objectifs de la thèse

Schéma général détaillé du procédé intégré bioconversion-extraction

Chapitre 1 : État de l’art
Partie 2 : Extraction sélective in situ 

des acides organiques en milieu aqueux

Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Partie 2 : Extraction liquide-liquide 
réactive du 3-HP

2.1 Impact de la composition de la
phase organique sur l’extraction
réactive du 3-HP (Publication n°4)
2.2 Optimisation de l’ERCM du 3-HP
sur milieu modèle et réel de
bioconversion (Publication n°5)

Partie 3 : Intégration de la production par voie microbienne et de l’extraction 
in situ du 3-HP : impact sur l’état physiologique de L. reuteri (Publication n°6)

Partie 3 : Intégration de la production par voie microbienne 
et de l’extraction in situ du 3-HP

Chapitre 3 : Résultats et Discussion
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CHAPITRE 1 : ÉTAT DE L'ART 
 
 
Introduction : la bioconversion extractive, un sujet de recherche d’intérêt 
croissant 
 

Les acides organiques constituent un groupe clé des molécules plateformes pouvant être 

synthétisées par transformation de la biomasse (Sauer et al. 2008). Celle-ci se définit comme « la 

fraction biodégradable des produits, déchets et résidus provenant de l'agriculture, y compris les 

substances végétales et animales issues de la terre et de la mer, de la sylviculture et des industries 

connexes, ainsi que la fraction biodégradable des déchets industriels et ménagers » (article L211-2 

du code de l’énergie12). La biomasse végétale constitue donc une importante réserve d’énergie. On 

distingue ainsi la biomasse lignocellulosique (bois, paille, résidus verts…), la biomasse riche en 

sucre et en amidon (betterave, canne à sucre, blé, maïs…) et la biomasse oléagineuse (colza, soja, 

tournesol…). 

La voie microbienne constitue d’ailleurs une méthode incontournable de production de ces 

acides organiques. Les acides carboxyliques sont généralement produits par fermentation de 

glucides ou de leurs dérivés (éthanol par exemple), le plus souvent par l’intermédiaire de micro-

organismes. On peut citer, comme principaux exemples d’acides organiques produits 

industriellement par voie microbiologique : l’acide lactique (150 000 T/an), l’acide acétique 

(190 000 T/an), l’acide citrique (1 600 000 T/an), l’acide gluconique (87 000 T/an) ou encore 

l’acide succinique (15 000 T/an) qui vise à remplacer l’acide maléique actuellement produit à 

partir de carbone d’origine fossile (Sauer et al. 2009). Du point de vue de la répartition 

géographique, l’essentiel de la production est localisée en Asie (Mushashino, Yxing, RZBC, 

BBCA, Jindan), même si l’on trouve aussi des sites de production en Europe (Purac, Galactic, 

Jungbunzlauer, ARD) et sur le continent Américain (ADM, Cargill, Bioamber). Ces procédés 

doivent remplir trois critères principaux : efficacité, rentabilité, fiabilité. Les tendances actuelles 

comprennent la volonté de produire des acides organiques bio-sourcés et l’amélioration des 

procédés actuels (augmentation de la pureté du produit final). A cette fin, deux alternatives 

existent, la production par voie microbiologique et par voie biocatalytique ; et trois points de 

départ sont envisageables (biomasse riche en sucre, oléagineuse, ou lignocellulosique). Toutefois, 

                                                 
 

12 http://www.legifrance.gouv.fr/ (consulté en septembre 2015) 
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l’acidité naturelle de ces molécules tendant à ralentir puis arrêter la fermentation, le pH est ajusté 

par ajout d’une base pour retarder ces phénomènes et augmenter le titre en acide atteint dans le 

milieu de fermentation. La plupart des acides organiques produits le sont donc sous forme de sels. 

Le principal problème réside dans le fait que le produit d’intérêt est en solution avec de nombreux 

contaminants (co-produits, sels, protéines, biomasse…) qu’il va falloir éliminer par des étapes 

d’extraction et de purification. Les procédés de fermentation constituent donc des alternatives 

intéressantes, mais leur développement industriel est parfois limité par des coûts de purification 

élevés. Les procédés de séparation et de purification peuvent en effet représenter entre 20 et 50 % 

des coûts d’investissement et de fonctionnement d’une bioraffinerie par exemple (Ramaswamy et 

al. 2013). La production par voie microbiologique d’acides organiques constitue ainsi une 

approche prometteuse pour l’obtention de molécules plateformes d’intérêt à partir de carbone 

renouvelable. Bien que certains acides soient déjà largement produits à l’échelle industrielle, 

conduisant à une connaissance approfondie des processus de production microbienne, l’utilisation 

de nouveaux micro-organismes pour la production de nouvelles molécules d’intérêt semble 

possible. Néanmoins, le passage à l’échelle industrielle et les contraintes technico-économiques 

que cela impose nécessitent encore des améliorations dans le cas de certaines molécules (Sauer et 

al. 2008).  

Actuellement, deux grandes approches d’optimisation de la production par voie microbienne 

sont étudiées. La première consiste en l’optimisation de micro-organismes par ingénierie 

métabolique. L’objectif est de réaliser une amélioration dirigée de la synthèse du produit d’intérêt, 

par la modification de voies métaboliques existantes ou l’introduction de nouvelles voies 

métaboliques au sein d’un micro-organisme « hôte », afin de parvenir à une production à 

rendement maximal, à productivité maximale et à titre élevé. La seconde approche est la maîtrise 

du bioprocédé, tant en aval (« downstream ») qu’en amont (« upstream »). La réalisation d’un 

système couplant production et extraction permet ainsi d’augmenter titre, productivité et 

rendement (Lye and Woodley 1999, Stark and von Stockar 2004, Van Hecke et al. 2014), et de 

limiter la toxicité des métabolites produits par les micro-organismes (Boyaval et al. 1994). 

Plusieurs types de couplage ont été étudiés et décrits dans la littérature pour la production d’acides 

organiques (acide lactique, Xavier et al. 1995 ; acide propionique, Jin and Yang 1998 ; acide 

butyrique, Wu and Yang 2003). Dans le cadre de ce projet, on ne s’intéressera qu’à cette seconde 

voie d’optimisation, avec la mise au point d’une approche de type ISPR (« In Situ Product 

Recovery »).  
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L’évolution du nombre de publications et du nombre de citations au cours des 20 dernières 

années en réponse à une recherche basée sur certains mots clefs dans la base de données « Web of 

Science » confirme l’intérêt croissant tant de la molécule cible, l’acide 3-hydroxypropionique (3-

HP), que de la problématique d’extraction ou encore de l’approche ISPR (Annexe 1). Ainsi, si l’on 

s’intéresse au nombre de publications parues, on constate que le 3-HP et sa production par voie 

microbienne restent très peu étudiés au regard des acides carboxyliques en général et notamment 

de son isomère, l’acide lactique (Figure I.0.1). En revanche, aucun travail concernant l’extraction 

du 3-HP ou sa production par une approche ISPR n’a été répertorié. 
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Figure II.0.1 : Nombre de publications dans la littérature en réponse à la recherche de différentes mots 
clefs (précisés sur le graphique) au 02 septembre 2015 (source : Web of science) 
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1 – Production biotechnologique de 3-HP : limites et enjeux 
 
1.1 Le 3-HP, un synthon d’intérêt industriel 
 

1.1.1 Le 3-HP : un isomère de l’acide lactique aux propriétés physico-chimiques intéressantes 
 

Différentes appellations existent pour cette molécule, notamment : acide 2-déoxyglycérique, 

acide éthylènelactique, acide hydracrylique, acide β-hydroxypropionique, acide β-lactique, mais sa 

dénomination la plus usuelle est acide 3-hydroxypropanoïque ou 3-hydroxypropionique, dont 

l'anion est appelé 3-hydroxypropionate. Le 3-HP est un acide carboxylique hydroxylé en position 

β, à trois carbones non chiraux, isomère de position de l’acide lactique (acide 2-

hydroxypropionique, 2-HP) et qui présente une réactivité importante du fait de la présence de ses 

deux groupements fonctionnels (Figure I.1.1). Ses principales propriétés physico-chimiques sont 

résumées dans le tableau I.1.1. Preuve de son importance, une étude parue en 2008 prévoyait un 

volume de production possible estimé à 3,6 millions de tonnes, bien loin devant les autres acides 

organiques potentiellement produits à partir de la biomasse (acides levulinique, succinique, 

itaconique, Sauer et al. 2007).  

 

Figure I.1.1 : Molécule d’acide 3-hydroxypropionique 

Tableau I.1.1 : Principales caractéristiques et propriétés physico-chimiques du 3-HP 

Formule chimique C3H6O3 

Numéro CAS 503-66-2 

pKa 4,51 
Masse molaire  90,08 g.mol-1 

Densité 1,08 
Log Ko/w (Hydrophobicité)* -0,89 
Solubilité dans l’eau (25°C)* 106 mg.L-1 

Constante de Henry (Volatilité)* 2,66.10-11 atm.m-3/mol 
* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research corporation 
(SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
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1.1.2 Le 3-HP : de nombreuses applications potentielles  
 
Le groupement acide du 3-HP peut être réduit en alcool ou en aldéhyde et converti en une 

grande variété d’esters, d’amides et en leurs dérivés. Le groupement alcool peut être transformé en 

acide par oxydation ou converti en composés insaturés par déhydratation (Corma et al. 2007). Le 

3-HP constitue également un produit de départ intéressant pour la production de propiolactone, 

polyesters et oligomères par des réactions de cyclisation et polymérisation (Della Pina et al. 2011). 

1.1.2.1 Le 3-HP comme molécule plateforme 
 
Le 3-HP peut être dérivé en une large gamme de produits chimiques normalement d'origine 

pétrolière, tels que l’acide acrylique ou l’acrylamide par déshydratation, le 1,3-propanediol (1,3-

PDO) par réduction, le méthyl acrylate par estérification, l’acide malonique par oxydation, la 

propiolactone par cyclisation ou encore être à la base de la formation de polymères (Figure I.1.2). 

adhésifs

résines

poly-acrylamide

additifs plastiques Industries des papiers, 
cuirs, textiles, peintures

latex

fibres de polyesters

moquettes

couches culottes
(super-absorbants)

32 %

 
Figure I.1.2 : Le 3-HP, une molécule plateforme à la base de nombreuses applications potentielles 
 

Le 1,3-PDO représente un monomère d’intérêt pour la synthèse de polymères : couplé avec 

l’acide téréphtalique, il conduit à la formation de polytriméthylène téréphtalate, très utilisé dans la 

fabrication des fibres et résines (Saxena et al. 2009, Kaur et al. 2012). Pour l’instant produit 

majoritairement par voie pétrochimique (Shell et Degussa process, Saxena et al. 2009), 

l’augmentation de sa production par voie biotechnologique contribuerait à une diminution de 

l’usage des ressources fossiles. L’obtention d’acide malonique et de ses dérivés constitue aussi un 

débouché important de la production de 3-HP, par oxydation sélective du groupement alcool 
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(Corma et al. 2007). La β-propiolactone est également une molécule d’intérêt qui, bien que 

toxique, est un désinfectant utilisé pour remplacer le formaldéhyde.  

Le 3-HP peut aussi être utilisé en tant qu’agent de réticulation lors de la polymérisation, 

comme lubrifiant pour les métaux ou en tant qu’agent antistatique pour les textiles (Gokarn et al. 

2007).  

1.1.2.2 Le 3-HP comme précurseur d’acide acrylique biosourcé 
 

Parmi les différents dérivés du 3-HP, l’acide acrylique représente la principale cible pour les 

industriels. Il constitue un produit chimique à forte valeur ajoutée, largement utilisé pour des 

applications dans les domaines des colles, du textile, de la peinture, des revêtements, des résines, 

etc. Cet acide constitue également une molécule de départ intéressante pour la synthèse de 

polymères utilisés dans les domaines des absorbants, des textiles, des adhésifs et des produits 

d’étanchéité. Le marché potentiel pour l’acide acrylique biosourcé est évalué à plus de 2 millions 

de tonnes annuelles (Della Pina et al. 2011). Actuellement, il est presque exclusivement produit 

par oxydation du propylène, issu du raffinage du pétrole brut. Plus de la moitié de la production 

d’acide acrylique annuelle est utilisée pour fabriquer de l’acide acrylique glacial, permettant 

d’obtenir des super-absorbants utilisés dans les couches culottes. Le reste de la production est 

utilisé pour synthétiser des acrylates, composants de fibres acryliques, de revêtements, de 

peintures et d’encres13. 

Devant l’importance considérable que constitue le marché de l’acide acrylique et les enjeux 

autour de l’épuisement des réserves fossiles, plusieurs consortiums (Figure I.1.3) travaillent à la 

production d’acide acrylique biosourcé en utilisant le 3-HP comme intermédiaire chimique à cette 

synthèse. 

 

Figure I.1.3 : Principaux groupes industriels travaillant sur la production d’acide acrylique biosourcé en 

utilisant le 3-HP comme intermédiaire.  
                                                 
 

13 Acrylic Acid Market Report, 2007,  http://fr.marketpublishers.com 
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Parmi ces différents regroupements, le plus connu est le partenariat engagé depuis 2008 

entre Cargill et Novozymes. Ils sont rejoints en 2012 par la compagnie BASF, l’un des leaders de 

l’industrie de la chimie, qui quitte cependant le projet début 2015, malgré l’achèvement de 

plusieurs objectifs scientifiques et économiques : production de 3-HP à l’échelle pilote en 2013 et 

conversion du 3-HP en acide acrylique glacial et autres polymères super absorbants courant 

201414. La voie schématique de production de l’acide acrylique réalisée par Cargill et Novozymes 

est décrite sur la Figure I.1.4. 

 
Figure I.1.4 : Voie schématique de production de l’acide acrylique biosourcé décrite par Cargill et 

Novozymes. Le glucose est d’abord extrait de la biomasse (amidon de maïs) par des procédés 

enzymatiques avant d’être converti en 3-HP par une souche d’E. coli optimisée par ingénierie métabolique. 

Le 3-HP est finalement purifié et converti en acide acrylique par voie chimique (déshydratation)3 

Autre projet d’importance, celui porté par la coopération entre OPX Biotechnologies 

(production de molécules biosourcées par voie microbienne), Evonik Industries (l’un des leaders 

de la chimie de spécialité) et la compagnie chimique DOW (leader de la production d’acide 

acrylique pétro-sourcé aux États-Unis). Le passage du procédé de fabrication de l’acide acrylique 

à partir de la biomasse en passant par le 3-HP (Figure I.1.5) à une échelle pilote de démonstration 

a été mené à bien et la première usine opérationnelle de production est prévue pour 2017-2018. La 

première commercialisation est quant à elle estimée pour le courant de l’année 201615. 

Initialement focalisée sur la production de produits biosourcés en C4, la compagnie 

Metabolix travaille actuellement sur la production de molécules en C3 et notamment sur celle de 

l’acide acrylique depuis 2011. L’objectif annoncé est de développer et commercialiser une 

nouvelle voie de production d’acide acrylique et d’esters acryliques biosourcés dans le but de 

devenir compétitif au niveau des prix avec la production de molécules à partir de réserves fossiles 
                                                 
 

14 https://www.cargill.com et https://www.novozymes.com (consultés en août 2015) 
15 https://www.opxbio.com (consulté en août 2015) 
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en se basant sur un baril de pétrole à 90 dollars. Contrairement aux autres projets en cours, 

l’intermédiaire est le poly-3-hydroxypropanoate ou poly(3-HP), produit par fermentation et 

directement converti en acide acrylique par l’intermédiaire d’un procédé chimique de thermolyse 

sélective nommé FAST (fast-acting, selective thermolysis). Depuis 2012, la modification de 

micro-organismes par ingénierie métabolique et le passage à l’échelle pilote (20-30 L) ont été 

successivement menés à bien. Metabolix est actuellement à la recherche de partenaires pour le 

passage à une échelle industrielle16. 

 

Figure I.1.5 : Schéma général du procédé de production d’acide acrylique biosourcé par l’association 

d’OPX Biotechnologies, Evonik Industries et DOW4 

                                                 
 

16 https://www.metabolix.com (consulté en août 2015) 
 



18 

 

1.1.2.3 Synthèse de polymères bio-sourcés à base de 3-HP 
 

L'existence d'une fonction acide carboxylique et d'un groupement hydroxyle confère au 3-

HP une réactivité chimique permettant de l’utiliser comme monomère pour la formation de 

polyesters. Des polymères de 3-HP pourraient ainsi être employés en tant que bioplastiques 

(Andreeßen and Steinbüchel 2010, Andreeßen et al. 2010, Tripathi et al. 2013, Wang et al. 2013). 

Il est également possible de produire des bio-polymères de 3-HP biodégradables qui pourraient 

remplacer à terme les polymères d’origine pétrochimique (par exemple dans le domaine des bio-

matériaux chirurgicaux). Un polymère de 3-HP présente des caractéristiques physiques 

intéressantes, parmi lesquelles un point de fusion compris entre 170 et 184°C (175°C dans le cas 

de l’acide polylactique ou PLA, Garlotta 2002), c’est à dire une bonne stabilité à la chaleur 

(Andreeßen and Steinbüchel 2010). De plus, en comparaison aux autres polymères existants, de 

type poly(L-lactide), poly(D-lactide) et poly(D,L-lactide), le poly(3-HP) ne possède pas de chaîne 

latérale méthylée qui pourrait affaiblir la liaison hydrogène intermoléculaire par encombrement 

stérique, et donc influencer la résistance des matériaux (Zhu et al. 2004). 

Andreeßen et al. (2010) ont réussi à convertir le glycérol en thermoplastique poly(3-HP). 

Pour cela, les gènes de l’enzyme glycérol déhydratase (DhaB) de Clostridium butyricum, de la 

propionaldehde déshydrogenase (PduP) de Salmonella enterica et la polyhydroxyalkanoate 

synthase (PhaC1) de Ralstonia eutropha ont été exprimés chez un recombinant E. coli (Figure 

I.1.6). Le poly(3-HP) est alors accumulé à 11.98 % m/m (1,42 g.L-1) au cours d’une fermentation 

en fed-batch en trois étapes. Le même travail a été réalisé avec les gènes dhaB de Klebsiella 

pneumoniae, pduP de Salmonella typhimurium et phaC1 de Cupriavidus necator également chez 

un recombinant E. coli (Wang et al. 2013), conduisant à une accumulation maximale de 10,1 g.L-1 

de poly(3-HP).  

 

Figure I.1.6 : Voie de bioconversion du glycérol en poly(3-HP) chez E. coli OGM (Andreeßen et al. 

2010).  
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Certains homo-polyesters, comme le poly(3-hydroxybutyrate) ou poly(3-HB), déjà utilisés 

comme bioplastiques, présentent souvent une structure très cristalline et cassante, ce qui limite 

certaines de leurs applications. Andreeßen et Steinbüchel (2010) se sont focalisés sur différents 

polyesters contenant des monomères de 3-HP. Ils se sont ainsi intéressés à la synthèse de l’homo-

polyester poly(3-HP) ainsi que des co-polyesters poly(3-HB-co-3-HP), poly(3-HP-co-3-HB-co-3-

hydroxyhexanoate-co-3-hydroxyoctanoate), poly(4-HB-co-3-HP-co-lactate) et poly(3-HB-co-3-

HP-co-4-HB-co-lactate), puis ont comparé leurs propriétés physico-chimiques et thermiques, 

notamment de résistance à la chaleur. Ils ont par exemple montré que l’incorporation de 

monomères de 3-HP dans le copolymère poly(3-HB-co-3-HP) permettait de réduire sa cristallinité 

ainsi que sa température de transition vitreuse : celle-ci passe ainsi de + 4°C à - 19°C lorsque la 

fraction de 3-HP augmente de 0 à 100 %. De plus, l’ajout de 3-HP à des concentrations molaires 

comprises entre 60 et 70 % induit une diminution du point de fusion du co-polymère. Par exemple, 

l’incorporation d’unités de 3-HP à hauteur de 67 % permet de réduire la température de fusion du 

poly(3-HB) de 177°C à 44°C par rapport à un poly(3-HB) sans monomère de 3-HP (Figure I.1.7). 

De même, la dégradation de poly(3-HB-co-3-HP) augmente avec le pourcentage de 3-HP, ce qui 

pourrait s’avérer être un avantage pour des applications en chirurgie (Shimamura et al. 1994, 

Ichikawa et al. 1996). Pour résumer, l’homopolymère poly(3-HP) présente des propriétés 

intéressantes de ductilité, rigidité et résistance ; intégré au sein de copolymères, le 3-HP abaisse la 

température de transition vitreuse et la température de fusion mais augmente la dégradabilité par 

les enzymes (Andreeßen et Steinbüchel, 2010). 
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Figure I.1.7 : Modifications des propriétés thermo-physiques du copolymère poly(3-HB-co-3-HP) en 

fonction du pourcentage de 3-HP présent. Les températures de transition vitreuse (Tg), de fusion (Tm), la 

cristallinité et l’enthalpie de fusion sont exprimées en fonction du pourcentage de 3-HP (Andreeßen and 

Steinbüchel 2010). 

Plus récemment, Tripathi et al. (2013) se sont intéressés à l’étude des propriétés physico-

chimiques des polymères suite à l’incorporation de motifs poly(3-HP) et poly(4-HB) produits par 

E. coli. Ces auteurs ont conclu à la synthèse possible d’un nouvel élastomère thermoplastique ultra 

résistant grâce aux propriétés du poly(3-HP) et élastique grâce à celles du poly(4-HB). 

Récemment, des polymères poly(3-HP) et poly(3-HB-co-3-HP) ont même été synthétisés 

directement à partir du glucose par une souche E. coli modifiée (Meng et al. 2015). 

1.2 Production de 3-HP : intérêts de la voie biotechnologique par rapport à la voie chimique 
 
1.2.1 Synthèse de 3-HP par voie chimique : réactions décrites et verrous rencontrés 
 
Malgré ses nombreuses applications potentielles, le 3-HP est une molécule qui tarde encore 

à émerger sur le plan industriel. Une baisse importante des coûts est encore nécessaire pour 

assurer la compétitivité des dérivés issus du 3-HP synthétisé par voie chimique par rapport aux 

composés actuellement utilisés, d'origine pétrochimique. Le 3-HP peut notamment être synthétisé 

chimiquement par polymérisation de type « ring opening » à partir de β-propiolactone (Gresham et 

al. 1948, Baba et al. 1992, Yamashita et al. 1996) ou par diverses autres approches, mais toutes 
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posent des problèmes (procédé trop coûteux, toxicité de la réaction, disponibilité trop faible du 

substrat ; Figure I.1.8).  

Ainsi, la production de 3-HP à partir de β-propiolactone (Long and Purchase 1950, 

Weissermel and Arpe 1997) est extrêmement dangereuse du fait du caractère cancérigène de la 

molécule de départ (IARC 1999). L’hydratation de l’acide acrylique par catalyse acide notamment 

(Meng et al. 2004) a été envisagée compte tenu de la faible génération de co-produits. Mais 

l’acide acrylique pétro-sourcé soulève des problèmes environnementaux, auxquels s’ajoute une 

augmentation régulière de son prix de vente depuis quelques années, ce qui en fait un matériau de 

départ inadapté (Della Pina et al. 2011). Le 3-hydroxypropionitrile (éthylène cyanohydrine), 

molécule plateforme dérivée de l’éthylène et de la chlorine constitue un autre point de départ 

possible pour la synthèse chimique de 3-HP. Mais les faibles rendements de réaction et la toxicité 

des co-produits générés (cyanide de sodium notamment) en font une méthode de préparation 

adaptée à l’échelle du laboratoire mais pas à l’échelle industrielle (Della Pina et al. 2011). 

L’oxydation d’alcools ou d’aldéhydes conduit facilement à l’acide carboxylique correspondant 

dans des conditions douces, et permet également d’obtenir le 3-HP à partir de 1,3-PDO ou de 3-

HPA. Mais une fois encore, la faible disponibilité des matières premières, leur origine fossile, le 

coût et la complexité de la réaction sont autant de freins à un passage à une production en grand 

volume. La méthode décrite comme la plus intéressante est la synthèse catalytique du 3-HP à 

partir d’alcool allylique, qui passe par l’oxydation d’alcools aliphatiques et aromatiques primaires 

ou secondaires (Bergman et al. 2008, Arceo et al. 2009, Della Pina et al. 2008). En présence de 

catalyseur Or et de NaOH, le 3-HP est formé de manière concomitante à la production d’acide 

acrylique et d’acide glycérique dans des proportions qui dépendent des conditions initiales, 

notamment de la température et du ratio NaOH/alcool allylique (Della Pina et al. 2009). Bien que 

prometteuse, cette approche nécessite l’utilisation de catalyseurs performants et d’utilisation 

coûteuse (Della Pina et al. 2009). 
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Figure I.1.8 : Différentes voies de synthèse chimique conduisant au 3-HP et leurs principaux inconvénients 

 

Malgré l'importance que revêt le 3-HP, cette molécule est à l’heure actuelle uniquement 

fabriquée par un petit nombre de producteurs et disponible commercialement sous forme de 

solution aqueuse à 30 % (Luo et al. 2011a) au prix très élevé (52 Є le g chez Sigma-Aldrich17, 92 

Є les 10 g chez TCI-Europe18). Le prix de cette molécule est dû au coût important des matières 

premières et du procédé de synthèse, ainsi que des problèmes environnementaux rencontrés lors 

de sa synthèse, ce qui limite encore son utilisation pour des marchés de masse. 
 

1.2.2 Synthèse de 3-HP par voie biotechnologique : des espoirs mesurés 
 

Ces problématiques de prix, de complexité et d’impact environnemental du procédé de 

synthèse et d’épuisement des ressources fossiles pourraient être en partie levées par la synthèse de 

3-HP bio-sourcé. En comparaison à la production de molécules d’intérêt par voie pétrochimique, 

les procédés biotechnologiques présentent plusieurs avantages : possibilité d’utiliser des sources 

renouvelables de carbone, production des molécules au cours d’un cycle fermé du carbone, 

réactions généralement stéréospécifiques.  
                                                 
 

17 http://www.sigmaaldrich.com/france.html (consulté en octobre 2015) 

18 http://www.tcichemicals.com (consulté en octobre 2015) 
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Les premières études concernant spécifiquement la production par voie biotechnologique de 

3-HP remontent aux années 2000, avec le développement de souches recombinantes de K. 

pneumoniae (Zhu et al. 2009, Ashok et al. 2011, Luo et al. 2011b, Luo et al. 2012, Wang et al. 

2013, Ashok et al. 2013a et b) ou E. coli (Raj et al. 2008, Raj et al. 2009, Raj et al. 2010, 

Rathnasingh et al. 2009, Kwak et al. 2013, Kim et al. 2014, Jung et al. 2014, Jung et al. 2015) 

utilisant le glycérol et/ou le glucose comme substrat de départ. Récemment, des travaux portant 

sur des levures telles que Saccharomyces cerevisiae (Chen et al. 2014) ont vu le jour du fait des 

nombreux avantages offerts par une production basée sur ce système (plus grande tolérance aux 

faibles pH, métabolisme bien connu et outils d’ingénierie métabolique disponibles). Cependant, 

des travaux ont également établi que certains micro-organismes du genre Lactobacillus et 

notamment L. reuteri (Talarico et al. 1988) et L. collinoides (Garai-Ibabe et al. 2008) pouvaient 

produire naturellement du 3-HP par bioconversion du glycérol, mais avec des performances 

moindres en termes de rendement, titre et productivité (Kumar et al. 2013a, Dishisha et al. 2014). 

Par ailleurs, le 3-HP apparait comme intermédiaire dans plusieurs voies métaboliques présentes 

chez les levures comme chez les bactéries (Figure I.1.9, Valdehuesa et al. 2013). Il peut être 

également produit par des champignons endophytes, leur conférant un pouvoir nématicide 

(Schwarz et al. 2004, Sebastianes et al. 2012). 

1.2.2.1 Voies naturelles : diversité des voies de synthèse 
 

En 1960, Sobolov et Smiley rapportent une co-production de 3-HP (1,23 mmol) et 1,3-PDO 

(1,18 mmol) en utilisant le glycérol comme substrat de départ, avec des cellules immobilisées 

d’une souche de Lactobacillus appelée 208-A (Sobolov and Smiley, 1960). Talarico et al. (1988) 

et Garai-Ibabe et al. (2008) obtiennent des résultats similaires avec des souches de L. reuteri et L. 

collinoides. Plusieurs études se sont ensuite intéressées à la bioconversion du glycérol en 3-HP par 

L. reuteri (Yasuda et al. 2007, Dishisha et al. 2014), avec des résultats intermédiaires en termes de 

concentration finale en produit (10,6 g.L-1, Dishisha et al. 2014).  

En fonction des micro-organismes, on distingue deux voies métaboliques naturelles de 

bioconversion du glycérol en 3-HP, selon qu’elle est CoA-dépendante ou -indépendante (Figure 

I.1.9, Kumar et al. 2013a). Par la voie CoA-dépendante, quatre étapes sont nécessaires pour cette 

conversion : glycérol  3-HPA  3-HP-CoA  3-HP-P  3-HP et l’une d’elles génèrent de 

l’ATP (1 mole d’ATP/mole de 3-HP synthétisé). Dans ce cas, tous les gènes codant pour les 

enzymes de la voie sont exprimés au sein d’un même opéron appelé pdu (« propanediol 

utilisation »). Dans la voie CoA-indépendante, le glycérol est d’abord transformé en 3-HPA par 
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une glycérol déshydratase vitamine B12-dépendante (DhaB ou GDH selon les espèces) puis 

directement oxydé en 3-HP par une aldéhyde déshydrogénase NAD+-dépendante (AldH). 

Contrairement à la voie CoA-dépendante, il n’y a pas de génération d’ATP. Dans tous les cas, 

l’aldéhyde déshydrogénase nécessite la présence de NAD+ comme co-facteur, qui doit être 

régénéré par la réduction du 3-HPA en 1,3-PDO ou par une chaîne de transport d’électrons. 

 

Figure I.1.9 : Voies métaboliques pour la production de 3-HP à partir du glycérol, incluant les voies CoA-

dépendantes et CoA-indépendantes (Kumar et al. 2013a). Les pointillés indiquent des étapes multiples. 

Le 3-HP comme intermédiaire métabolique a d’abord été observé chez l’eubactérie 

phototrophe thermophile Chlorofexus aurantiacus, en tant qu’intermédiaire au sein d’un cycle de 

l’assimilation autotrophe du CO2 (Holo 1989). Ce cycle a également été retrouvé plus tard chez 

différents micro-organismes tels que Acidianus brierleyi, Metallosphaera sedula, Acidianus 

ambivalens et Sulfolobus metallicus (Hügler et al. 2003). Le cycle du 3-HP a été complètement 

élucidé chez C. aurantiacus en 2009 (Zarzycki et al. 2009, Figure I.1.10a) de manière 

concomitante au cycle 3-HP/4-HB chez Metallosphaera sedula (Berg et al. 2007, Figure I.1.10b). 

Le 3-HP est aussi connu pour être un produit de dégradation du diméthylsulfopropionate (DMSP) 
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chez Alcaligenes faecalis (Ansede et al. 1999, Figure I.1.10c) et de la pyrimidine chez les levures 

et les bactéries (Loh et al. 2006, Kim et al. 2010, Figure I.1.10d). Enfin, certains micro-

organismes peuvent transformer l’acide acrylique en 3-HP (Geotrichum sp. et Trichoderma sp., 

Dave et al. 1996) mais avec de faibles rendements (4,8 % v/v chez Byssochlamys sp., Takamizawa 

et al. 1993). 

 

Figure I.1.10 : Le 3-HP comme intermédiaire métabolique chez C. aurantiacus (a), M. sedula (b), A. 

faecalis (c) et voie de dégradation de la pyrimidine trouvée chez les bactéries et levures (Valdehuesa et al. 

2013). 

A partir du filtrat de culture de plusieurs champignons endophytes isolés d'organes de 

plantes cultivées hors-sol, Schwarz et al. (2004) réussissent à extraire du 3-HP. En se basant sur 

des analyses des ADNr 18S et 28S, Phomopsis phaseoli (isolé sur les feuilles d’un arbre tropical) 

et quatre souches de Melanconium betulinum (isolées de brindilles) ont été identifiés comme 

producteurs. Plus récemment (Sebastianes et al. 2012), un autre champignon a été isolé dans la 

mangrove brésilienne et également identifié en tant que producteur potentiel : Diaporthe 

phaseolorum. Cependant, les voies de synthèse du 3-HP chez ces micro-organismes n’ont pas 

encore été élucidées. Le tableau I.1.2 récapitule les principaux organismes producteurs naturels de 

3-HP connus à ce jour.  
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Tableau I.1.2 : Micro-organismes producteurs naturels de 3-HP (d’après Kumar et al. 2013a) 

Micro-organisme Voie métabolique Substrat Référence 

Procaryotes    

Lactobacillus 208-A Métabolisme du glycérol Glycérol Sobolov et Smiley (1960) 

L. collinoides Métabolisme du glycérol Glycérol Garai-Ibabe et al. (2008) 

L. reuteri Métabolisme du glycérol Glycérol Talarico et al. (1988) 

A. faecalis Métabolisme de l’acide acrylique Diméthylsulfopropionate Ansede et al. (1999) 

C. aurantiacus Cycle du 3-HP Acétyl-CoA et CO2 Zarzycki et al. (2009) 

M. sedula Cycle 3-HP / 4-HB Acétyl-CoA et CO2 Berg et al. (2007) 

Eucaryotes    

Geotrichum sp Métabolisme de l’acide acrylique Acide acrylique Dave et al. (1996) 

Trichoderma sp. Métabolisme de l’acide acrylique Acide acrylique Dave et al. (1996) 

Champignons endophytes Non connu Non connu Schwarz et al. (2004) 

Saccharomyces kluyveri Catabolisme de l’uracile Uracile Andersen et al. (2008) 

 
 

1.2.2.2 Voies OGM : diversité de substrats 
Pour optimiser les performances de la production par voie biotechnologique (titre, 

rendement, productivité) et ainsi envisager une production commerciale de 3-HP, des approches 

par ingénierie métabolique ont été développées. En effet, aucun des micro-organismes producteurs 

naturels de 3-HP n’est pour l’instant capable d’atteindre de telles performances. Dans ce contexte, 

différentes stratégies de production du 3-HP à partir du glycérol et/ou du glucose ont été 

envisagées.  

Il y a quelques années, l’augmentation rapide de la production de biodiésel a permis de 

disposer d’une quantité importante de glycérol à faible coût. L’utilisation de celui-ci comme 

substrat de départ pour la production de molécules d’intérêt par voie microbienne a donc été 

étudiée et testée (da Silva et al. 2009, Pagliaro et al. 2009, Dobson et al. 2012, Ciriminna et al. 

2014). Parmi ces molécules figure en bonne place le 3-HP (Kumar et al. 2013a, Dishisha et al. 

2014). Plusieurs études mettant en œuvre des micro-organismes modifiés génétiquement et 

utilisant du glycérol comme substrat de départ pour la production de 3-HP ont ainsi été 

répertoriées, conduisant à des résultats intéressants en termes de rendement et de titre. Ces travaux 

portent principalement sur l’utilisation de souches d’E. coli et K. pneumoniae modifiées et 

utilisent majoritairement la voie CoA-indépendante. Les principaux résultats en termes de 

production de 3-HP sont résumés dans le tableau I.1.3. 
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Raj et al. (2008) ont ainsi développé un recombinant E. coli exprimant la DhaB (glycérol 

déshydratase) de K. pneumoniae et l’AldH (aldéhyde déshydrogénase) d’E. coli, conduisant à une 

production de 3-HP à 0,58 g.L-1 en fioles et 2,5 g.L-1 en bioréacteur. En jouant sur le taux 

d’expression de ces deux gènes et en optimisant les conditions opératoires de mise en œuvre des 

souches obtenues, les résultats sont meilleurs (4,4 g.L-1 en fioles et 31 g.L-1 avec un fed-batch de 

glycérol et en bioréacteur, Raj et al. 2009). Des travaux ultérieurs (Rathnasingh et al. 2009) ont 

montré qu’en remplaçant l’AldH de E. coli par l’α-cétoglutarique semialdéhyde déshydrogénase 

(KGSADH) d’Azospirillium brasilense, la production de 3-HP était encore améliorée dans les 

mêmes conditions (38,7 g.L-1, fed-batch de glycérol en bioréacteur) du fait de la diminution de 

l’accumulation de l’intermédiaire toxique 3-HPA. Plus récemment (Kwak et al. 2013) ont 

développé un autre recombinant E. coli mais avec des niveaux de production moins intéressants 

(14,3 g.L-1 de 3-HP, fed-batch de glycérol en bioréacteur). Les derniers travaux portant sur 

l’utilisation de recombinants E. coli pour la production de 3-HP ont montré des résultats très 

intéressants en fed-batch, notamment en optimisant le transport du glycérol et le flux métabolique 

vers la molécule d’intérêt et en réduisant l’accumulation du 3-HPA (42,1 g.L-1, Jung et al. 2014 ; 

57 g.L-1, Kim et al. 2014). 

Si l’utilisation d’E. coli recombinant pour la production de 3-HP s’avère efficace, 

l’auxotrophie pour la vitamine B12, nécessaire au fonctionnement de la glycérol déshydratase 

constitue un problème pour envisager une production à l’échelle industrielle. D’autres études ont 

ainsi été menées, sur des micro-organismes naturellement producteurs de vitamine B12 en absence 

d’oxygène (K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium et L. reuteri par 

exemple, Kumar et al. 2013a). Différents recombinants K. pneumoniae ont été développés, 

conduisant à des niveaux de production du 3-HP à partir de glycérol comparables à ceux atteints 

avec E. coli modifiée (3,77 g.L-1, Wang et al. 2012 ; 11,3 et 22,7 g.L-1, Kumar et al. 2012 et 

2013b ; 24,4 g.L-1, Huang et al. 2012 ; 16 g.L-1, Ko et al. 2012 ; 22 et 28 g.L-1, Ashok et al. 2013a 

et b). A ce jour, le niveau le plus élevé de 3-HP obtenu par une de ces constructions de K. 

pneumoniae (48,9 g.L-1, Huang et al. 2013) permet d’espérer un futur passage à l’échelle 

industrielle. Cependant, la présence de co-produits (acide lactique et 1,3-PDO principalement) 

risque de poser problème lors des étapes de purification et le caractère pathogène du micro-

organisme utilisé (Lawlor et al. 2005) constitue un verrou majeur. 

Des travaux se sont également intéressés à l’optimisation de L. reuteri par ingénierie 

métabolique (Dishisha et al. 2014), permettant l’obtention de 3-HP à partir de glycérol à un niveau 
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intermédiaire à ceux décrits précédemment (environ 20 g.L-1, Tableau I.1.3). Bien que les résultats 

ne soient pas encore équivalents à ceux obtenus à partir des recombinants E. coli ou K. 

pneumoniae, l’utilisation de L. reuteri comme bactérie hôte présente des avantages certains : statut 

G.R.A.S. du micro-organisme producteur, capacité de synthèse de la vitamine B12, utilisation du 

glycérol uniquement comme accepteur d’électrons et non pas comme substrat pour la croissance 

(diminuant ainsi la génération de co-produits). 

Tableau I.1.3 : Synthèse des différentes études portant sur la production de 3-HP à partir du glycérol en 

utilisant des micro-organismes recombinants. 

Micro-organisme hôte Gènes impliqués [3-HP] (g.L-1) Référence 

E. coli  dhaB, aldH 2,5 Raj et al. (2008) 

E. coli dhaB, aldH 31 Raj et al. (2009) 

E. coli dhaB, KGSADH 38,7 Rathnasingh et al. (2009) 

E. coli dhaB, dhaR, aldH 14,3 Kwak et al. (2013) 

E. coli glpK, glpF, ΔglpR 42,1 Jung et al. (2014) 

E. coli 
ΔglpK, ΔyqhD, dhaB, 

dhaR, PSALDH 
57 Kim et al. (2014) 

K. pneumoniae ΔdhaD, aldhK 2,07 Luo et al. (2011b) 

K. pneumoniae dhaB, aldH 3,77 Wang et al. (2012) 

K. pneumoniae dhaB, KGSADH 11,3 Kumar et al. (2012) 

K. pneumoniae dhaB, aldHk 24,4 Huang et al. (2012) 

K. pneumoniae dhaB, ΔdhaT, KGSADH 16 Ko et al. (2012) 

K. pneumoniae dhaB, Δldha, KGSADH 22,7 Kumar et al. (2013b) 

K. pneumoniae 
ΔdhaT, ΔyqhD,  

puuC, dhaB 
28 Ashok et al. (2013a) 

K. pneumoniae ΔglpK, ΔdhaT, puuC 22,5 Ashok et al. (2013b) 

K. pneumoniae dhaB, aldH 48,9 Huang et al. (2013) 

L. reuteri Opéron pdu 20 Dishisha et al. (2014) 

 

Plusieurs études et brevets portent sur une production de 3-HP à partir de glucose (Marx et 

al. 2007, Liao et al. 2007, Henry et al. 2010, Gokarn et al. 2012, Jung et al. 2015). Celui-ci est en 

effet plus disponible et moins coûteux que le glycérol, mais les voies métaboliques mises en 

œuvre sont différentes (Figure I.1.11). Pour être actives biologiquement, ces voies doivent être 

équilibrées du point de vue des co-facteurs d’oxydoréduction et générer de l’ATP durant la 
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production de 3-HP. Si ce n’est pas le cas, la consommation des substrats carbonés va servir à 

maintenir la balance rédox et la production d’ATP, augmentant ainsi la synthèse de co-produits 

non désirés (Straathof et al. 2005). Parmi les sept voies décrites par Cargill, toutes sont équilibrées 

pour les cofacteurs rédox mais certaines ne produisent pas d’ATP, voire en consomment (Tableau 

I.1.4).  

 

Figure I.1.11 : Voies métaboliques pour la production de 3-HP à partir du glucose (d’après Henry et al. 

2010, Kumar et al. 2013a). Les enzymes impliquées sont les suivantes : 1, lactate déshydrogénase ; 2, 

acétate CoA ligase/CoA transférase ; 3, lactoyl-CoA déshydratase ; 4, 3-HP-CoA déshydratase ; 5, 3-HP-

CoA hydrolase/CoA transférase/3-hydroxyisobutryl-CoA hydrolase ; 6, pyruvate 

carboxylase/carboxykinase ; 7, pyruvate carboxylase ; 8, aspartate aminotransférase ; 9, glutamate 

déshydrogénase ; 10, aspartate décarboxylase ; 11, β-alanine-CoA ammonium lyase ; 12, pyruvate-

glutamate transaminase ; 13, alanine déshydrogénase ; 14, alanine 2,3-aminomutase ; 15, 4-aminobutyrate 

aminotransférase/β-alanine-2-oxoglutarate aminotransférase ; 16, pyruvate déshydrogénase complex ; 17, 

acétyl-CoA carboxylase ; 18, malonyl-CoA réductase ; 19, 3-hydroxyisobutyrate déshydrogénase ; 20, 

OS17 enzyme (a-CoA-synthetase, b-dehydrogenase & c-3-HP déhydratase (Glu: glutamate; α-KG: α-

cétoglutarate). 
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Tableau I.1.4 : Résumé des 7 voies de synthèse du 3-HP à partir du glucose proposées par Cargill (d’après 

Henry et al. 2010, Kumar et al. 2013a) 

Voie étudiée Micro-organisme hôte Thermodynamique Référence 

Voie 1 E. coli  Défavorable Mcgall et al. (2004) 

Voie 2 E. coli Favorable Liao et al. (2007) 

Voie 3 E. coli Favorable Liao et al. (2007) 

Voie 4 Hypothétique Défavorable Gokarn et al. (2012) 

Voie 5 E. coli Défavorable Rathnasingh et al. (2012) 

Voie 6 Non précisé Favorable Liao et al. (2007) 

Voie 7 Non précisé Défavorable Jiang et al. (2009) 

BNICE* 1 à 3 E. coli Favorable Henry et al. (2010) 

*BNICE : Biochemical Network Integrated Computational Explorer 

Parmi les voies productrices d’ATP, la voie 6 est thermodynamiquement favorable (Tableau 

I.1.4) et est considérée comme la plus prometteuse en termes de rendement et de titre (Jiang et al. 

2009, Henry et al. 2010). Récemment, un brevet déposé par OPXBIO décrit l’utilisation d’une 

souche E. coli génétiquement modifiée capable de produire du 3-HP à partir du glucose à une 

concentration finale et un rendement élevés (48 g.L-1, 0,53 g/g ; Straathof, 2014). Une souche d’E. 

coli, capable de convertir de manière simultanée le glucose et le xylose en 3-HP via le 

métabolisme du glycérol, a également été développée (29.7 g.L-1, 0,36 g/g, Jung et al. 2015). 

1.2.2.3 Voies hypothétiques : l’apport des technologies in silico 
 

Auparavant, l’approche de type ingénierie métabolique pour la production d’une molécule 

d’intérêt reposait uniquement sur des réactions biochimiques et des composés existants, 

disponibles dans les bases de données comme KEGG ou BRENDA. Depuis, plusieurs approches 

computationnelles ont été suggérées pour surmonter les difficultés rencontrées. Parmi ces 

approches, le BNICE (Biochemical Network Integrated Computational Explorer) a été utilisé par 

Henry et al. (2010) pour générer une nouvelle série de voies métaboliques théoriquement aussi 

intéressantes que la voie 6 proposée par Cargill (Figure I.1.11 et Tableau I.1.4). Le BNICE génère 

ainsi toutes les voies métaboliques possibles entre un substrat de départ et une molécule cible. La 

nouvelle voie la plus courte proposée par cette méthode (BNICE 1) ne comprend ainsi que deux 

étapes en partant du pyruvate et donne le rendement de production théorique le plus élevé (2 

moles/mole de glucose) et une concentration intracellulaire attendue de l’ordre de 1 mM (Henry et 

al. 2010). Les deux autres voies décrites dans cette étude (BNICE 2 et 3 ; Figure I.1.11 et Tableau 
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I.1.4) sont similaires à la voie 6 à l’exception d’un intermédiaire métabolique, le 3-oxopropanoate, 

remplacé par le propenoate. Les rendements théoriques obtenus sont identiques à celui de la voie 

BNICE 1, mais la concentration intracellulaire théorique attendue est supérieure (8,3 mM ; Henry 

et al. 2010).  

Même si le glucose constitue un substrat de départ moins cher et plus abondant que le 

glycérol, son utilisation comme source de carbone pour la production de 3-HP par voie 

synthétique n'aboutit pas encore à un rendement et à un titre aussi élevés que ceux obtenus à partir 

de glycérol. 

1.3 Lactobacillus reuteri : une bactérie lactique naturellement productrice de 3-HP 
 
1.3.1 Caractéristiques et intérêts des bactéries lactiques 

 

Les bactéries lactiques (LAB : Lactic Acid Bacteria) sont des cellules procaryotes, 

hétérotrophes et chimio-organotrophes qui ont des exigences nutritionnelles complexes pour les 

acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles 

(Dellaglio et al. 1994). Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène de bactéries à 

Gram-positif qui ont comme point commun la conversion rapide de carbohydrates en acide 

lactique, conduisant à une acidification de leur environnement. Elles sont catalase-négatives, non 

sporulées, non-mobiles et sont préférentiellement anaérobies tout en étant aéro-tolérantes et 

acidophiles (Schleifer and Ludwig 1995, Krämer 1997). 

En raison de leur forte croissance, de leur taux d'acidification élevé et de leur forte tolérance 

à un environnement acide, les bactéries lactiques constituent généralement la flore dominante dans 

l’alimentation traditionnelle et les produits alimentaires fermentés, où elles contribuent à l’arôme, 

au goût, à la texture et favorisent donc la qualité organoleptique des aliments. Elles prolongent 

également la durée de conservation des aliments (qualité sanitaire), en abaissant le pH par la 

production d’acide lactique notamment, et en produisant des composés antimicrobiens et des 

bactériocines (Hansen 2002).  

D’autre part, ces bactéries constituent, pour la plupart d’entre elles, la population naturelle 

de l'appareil gastro-intestinal humain et ont un effet bénéfique potentiel sur l'hôte, l'effet 

probiotique (Ahrne et al. 1998). Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils 

sont administrés en quantités adéquates, confèrent des avantages pour la santé de l'hôte par une 

diversité de mécanismes (FAO / OMS, 2002). L'activité des bactéries probiotiques comprend 
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notamment la modulation de la flore intestinale par la production de composés antimicrobiens ou 

la consommation de métabolites particuliers. En outre, certains probiotiques adhèrent à la 

muqueuse et stimulent la production de mucus, ce qui renforce la muqueuse et la barrière 

épithéliale. Utilisées depuis des millénaires pour les transformations alimentaires (yaourts, 

fromages) et non-alimentaires (production d’acide lactique), la plupart des bactéries lactiques sont 

généralement reconnues comme sans danger (statut G.R.A.S.). 

1.3.2 Caractéristiques générales de Lactobacillus reuteri  
 

1.3.2.1 L. reuteri : une bactéire connue et isolée de nombreux écosystèmes  
 

L. reuteri est une bactérie à Gram-positif appartenant au groupe des bactéries lactiques. Elle 

est présente dans une grande variété de niches écologiques (levain, viande, produits laitiers) et 

dans le tractus gastro-intestinal, ainsi que le tractus urogénital humain et animal (Lindgren and 

Dobrogosz 1990, Rodriguez et al. 2003, Valeur et al. 2004, Jin et al. 2007, Van Coillie et al. 

2007). 

Les cellules peuvent être observées seules, par paires ou en petits groupes de trois à cinq, 

sous la forme de chaînettes (Figure I.1.12). Leur morphologie a notamment été décrite par Kandler 

et al. (1980) : de type bâtonnet, de taille comprise entre 0,7-1,0 µm par 2,0-5,0 µm, avec des 

extrémités arrondies (Figure I.1.12). 

La température optimale de croissance de L. reuteri se situe entre 35 et 38°C. Elle peut se 

développer jusqu'à 45°C mais sa croissance est inhibée à 15°C. Son pH optimal de croissance est 

compris entre 6,0 et 6,8 mais elle peut croître à des pH initiaux compris entre 5,0 et 7,5. L. reuteri 

est capable de fermenter un grand nombre de carbohydrates, notamment le glucose, le fructose, 

l'arabinose, le ribose, le saccharose, le lactose, le maltose, le raffinose (Kandler et al. 1980). 

 
Figure I.1.12 : Photographie de L. reuteri au microscope électronique à balayage19  

                                                 
 

19 www.futurasciences.com (consulté en août 2015) 
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1.3.2.2 L. reuteri : une bactérie probiotique déjà commercialisée 
 

La production de composés antimicrobiens par les bactéries lactiques, et parmi eux les 

bactériocines, est primordiale pour leur activité probiotique et la conservation des aliments 

notamment (Cotter et al. 2005). Dans les années 1980, Walter Dobrogosz et son équipe 

découvrent que L. reuteri produit une substance antibiotique à large spectre, appelée reuterine ou 

3-HPA (Talarico et al. 1988, Talarico and Dobrogosz 1989). Cette molécule inhibe la croissance 

de certaines bactéries pathogènes à Gram-négatif (des genres Escherichia, Shigella, Salmonella, 

Proteus, Pseudomonas) et à Gram-positif (des genres Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, 

Bacillus, Leuconostoc, Lactobacillus) et se révèle également efficace contre les levures, 

champignons, virus et protozoaires (Axelsson et al. 1989, Rodriguez et al. 2003, Cleusix et al. 

2007). En 2008, de nouvelles recherches ont montré que ce composé antimicrobien améliorait la 

capacité du tractus gastro-intestinal à inhiber la croissance d’E. coli (Cleusix et al. 2008). La 

reutérine a également été beaucoup étudiée et utilisée pour son rôle dans le domaine de la 

conservation des aliments (Arqués et al. 2004, Arqués et al. 2011, Montiel et al. 2014) et pour sa 

biocompatibilité avec les tissus biologiques (Chen et al. 2002 et 2004, Sung et al. 2002 et 2003).  

Les souches DSM 20016, ATCC 55730 et ATCC 53608 possèdent ainsi des propriétés 

probiotiques (Casas and Dobrogosz, 2000, Valeur et al. 2004, Savino et al. 2007) et sont capables 

de sécréter la reutérine. La souche ATCC 55730 a ainsi été utilisée comme complément 

alimentaire probiotique ou dans des produits laitiers, avant d’être remplacée par sa souche « fille » 

(dépourvue de deux gènes de résistance à des antibiotiques), L. reuteri DSM 17938 (Rosander et 

al. 2008), commercialisée par Biogaia® (Stockholm, Suède ; Figure I.1.13). 

 

Figure I.1.13 : Exemples de produits à vertus probiotiques contenant L. reuteri 
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1.3.3 Production biotechnologique du 3-HP : une stratégie en deux étapes 
 

1.3.3.1 Croissance sur milieu carboné : métabolisme hétéro-fermentaire  
 

L'étude de la croissance et du métabolisme de L. reuteri constitue une approche 

d’importance majeure pour la compréhension des mécanismes impliqués dans les nombreuses 

applications potentielles de cette bactérie. En 2008, il a été montré que L. reuteri, qui présente un 

métabolisme hétéro-fermentaire, exploite simultanément deux voies glycolytiques afin d’assurer 

l’équilibre redox: la voie de la phosphocétolase (PKP, voie hétérolactique ou voie des pentoses-

phosphate) et la voie d'Embden-Meyerhof (EMP, voie homolactique ou glycolyse) (Arsköld et al. 

2008). Récemment, van Niel et al. (2012) ont confirmé cette observation et exprimé l'importance 

relative de ces deux voies pour la souche ATCC 55730 sur substrat glucose (87,8 % pour le flux 

PKP et 12,2 % pour le flux EMP).  

Le rendement de la voie EMP permet l’obtention de deux moles de produits finis (acide 

lactique) et 2 moles d'ATP par mole de glucose fermenté (glucose + 2 ADP  2 acides lactiques + 

2 ATP ; Figure I.1.14). Pour la voie PKP, la réaction globale est la suivante : glucose  1 acide 

lactique + 1 éthanol + 1 CO2 avec un gain net de 1 ATP (Figure I.1.14). L'efficacité de la voie 

PKP en termes d’énergétique intracellulaire est donc moitié moindre par rapport à celle de la voie 

EMP. L'avantage de cette voie réside dans le fait qu’elle est génératrice de NADH2, essentielle 

pour les réactions de biosynthèse (en particulier pour la synthèse des acides gras et des stéroïdes) 

et de ribose-5-phosphate, qui constitue le précurseur de la synthèse des nucléotides et des acides 

nucléiques. La croissance de L. reuteri sur glucose est cependant limitée par la balance rédox, 

l’acétyl-phosphate est donc entièrement converti en éthanol et il n’y a pas de production d’acétate 

(Stevens et al. 2011). 
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Figure I.1.14 : Métabolisme du glucose chez L. reuteri. La PKP est la voie de gauche, l’EMP la voie de 

droite. (G6P, glucose-6-phosphate ; 6PG, 6-phosphogluconate ; R5P, ribulose-5-phosphate ; X5P, xylulose-

5-phosphate ; AcP, acetyl phosphate ; AcCoA, acetyl coenzyme A ; F6P, fructose-6-phosphate ; FBP, 

fructose-1.6-bisphosphate ; DHAP, dihydroxyacetone phosphate ; GAP, glyceraldehyde-3-phosphate.) 

(Burgé et al. 2015a). 

 
Bien que l’on trouve peu de travaux concernant de ce changement de métabolisme chez L. 

reuteri, son origine en cours de croissance a été étudiée chez d’autres bactéries lactiques et 

pourrait s’expliquer par la surexpression de certains gènes de la PKP (transcétolase, transaldolase 

et alcool déshydrogénase) en environnement acide (Lactobacillus plantarum, Pieterse et al. 2005), 

en cas de limitation par le glucose (Streptococcus lactis, Thomas et al. 1978) ou lors d’une 

modification du ratio NADH2/NAD+ (Lactococcus lactis, Garrigues et al. 1997). 
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1.3.3.2 Bioconversion du glycérol en 3-HP : un système complexe 
 

1.3.3.2.1 Voie de bioconversion du glycérol en 3-HP chez L. reuteri  
 

La voie métabolique de production du 3-HP à partir du glycérol chez L. reuteri comprend 

deux étapes principales (Figure I.1.15). Au cours d’une première réaction enzymatique, le glycérol 

est converti en 3-HPA par une glycérol/diol déshydratase vitamine B12-dépendante 

(GDH/PduCDE) (Dishisha et al. 2014). Cette étape nécessite également l’intervention d'une 

enzyme supplémentaire de réactivation de la glycérol/diol déshydratase, cette dernière étant 

inactivée lors de son utilisation (Toraya 2000, Yamanishi et al. 2012). Le 3-HPA est ensuite oxydé 

en 3-HP en trois étapes successives. Il y a d’abord formation de 3-HP-CoA par une 

propionaldéhyde déshydrogénase CoA-dépendante (PduP) qui requiert l’utilisation de NAD+. Le 

3-HP-CoA est ensuite converti en 3-HP-phosphate grâce à l’action d’une phosphotransacylase 

(PduL). Pour finir, le 3-HP-phosphate conduit à la formation de 3-HP et d’énergie sous forme 

d’ATP via une propionate kinase (PduW). En parallèle, le 3-HPA peut également être réduit en 

1,3-PDO par une 1,3-PDO oxidoréductase NADH2-dépendante (PduQ). Le ratio de production 

entre 3-HP et 1,3-PDO dépend donc en grande partie de la disponibilité en cofacteurs NAD+ et 

NADH2 dans le milieu ainsi que des conditions d’aération. L’expression des gènes codants pour 

l’ensemble de ces enzymes est sous contrôle de l’opéron propanediol pdu (Figure I.1.15 ; Morita 

et al. 2008, Sriramulu et al. 2008), qui contrôle également l’expression du gène codant pour le 

transport du glycérol (PduF ; Morita et al. 2008). 
 

Une fois le glycérol converti en 3-HPA, la difficulté majeure du procédé de production de 3-

HP va être d’orienter le flux métabolique vers la synthèse de 3-HP plutôt que vers celle de 1,3 

PDO. Pour maximiser le rendement en 3-HP, il convient donc de limiter au maximum la 

production de 1,3-PDO. Pour cela, il est nécessaire d’être en conditions micro-aérobie et du NAD+ 

doit être disponible pour les bactéries. D’autre part, la conversion du 3-HPA en 1,3-PDO est 

minimisée quand il y a peu ou pas de glucose dans le milieu de production (ratio glucose/glycérol 

de 0,33 maximum ; Talarico et al. 1988, Lüthi Peng et al. 2002 a et b), de façon à limiter 

l’utilisation de la glycolyse et donc la production de NADH2. Cependant, des travaux in silico ont 

montré que si l’on réalisait une co-fermentation du glycérol et du glucose en conditions aérobies, 

le glycérol pouvait être orienté vers la production de 3-HP et le glucose utilisé pour la croissance 

et les besoins cellulaires, au sein d’E. coli OGM (Jiang et al. 2009). Les recherches actuelles 

œuvrent à créer de nouvelles voies de bio-synthèse, génératrices de NAD+, pour augmenter la 

production de 3-HP (E. coli, Yasuda et al. 2006). Ces stratégies permettent de minimiser la 
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production de 1,3-PDO sans l’éviter complètement. La séparation du 3-HP et du 1,3 PDO en 

solution semble cependant envisageable en raison de différences au niveau de leurs structures et 

de leurs propriétés physico-chimiques. 
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3-HPA

3-HP

1,3-PDO

Glycérol déshydratase (GDH)
Vitamine B12 dépendante
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Figure I.1.15 : Voie de bioconversion du glycérol en 3-HP chez L. reuteri (d’après Dishisha et al. 2014) et 

organisation de l’opéron pdu de L. reuteri (Morita et al. 2008). 

 
1.3.3.2.2 Le glycérol, une source de carbone disponible et prometteuse 

 

 

Figure I.1.16 : Molécule de glycérol 
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Le glycérol (1,2,3-propanetriol, molécule purifiée de la glycérine, Figure I.1.16) est un 

liquide visqueux, inodore, incolore et au goût sucré, dérivé de matière première d’origine naturelle 

ou pétro-sourcée. Ses trois groupements hydroxyles rendent cette molécule très hydrophile et très 

réactive, capable de former des liaisons hydrogènes intra et intermoléculaires. Les principales 

propriétés physico-chimiques du glycérol à 20°C sont résumées dans le tableau I.1.5. Le glycérol 

brut, issu majoritairement de la production de biodiesel, est pur à 70-80 %. Il est toujours 

concentré et purifié, le plus souvent par distillation, avant d’être commercialisé à des puretés 

variant entre 95,5 et 99,9 % (Pagliaro et al. 2009). Cette molécule est extrêmement stable sous des 

conditions normales de conservation, non irritante et non toxique pour l’environnement. 

Tableau I.1.5 : Principales caractéristiques et propriétés physico-chimiques du glycérol 

Formule chimique C3H5(OH)3 

Numéro CAS 56-81-5 

pKa 14,4 
Masse molaire 92,09 g.mol-1 

Densité 1,261 
Viscosité 1500 mPa.s 

Log Ko/w (Hydrophobicité)*                 - 1,76 
Solubilité dans l’eau (25°C)* 106 mg.L-1 

Constante de Henry (Volatilité)* 1,73.10-8 atm.m-3/mol 
* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research corporation 
(SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
 

Le glycérol est devenu ces dernières années une source de carbone peu coûteuse pour la 

production de savons et surfactants par trans-estérification, notamment en Europe. En effet, pour 

cent tonnes de biodiesel obtenu par trans-estérification d'huiles végétales ou animales (avec du 

méthanol, réaction catalysée par du KOH ou du NaOH), environ dix tonnes de glycérol brut sont 

produites, comme le montre l’équation ci-dessous (da Silva et al. 2009, Ciriminna et al. 2014). 

100 kg d’huile + 10,5 kg méthanol  100 kg méthyle-ester (biodiesel) + 10,5 kg glycérol 

GlycérolAcides grasMéthanolTriglycérides  
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La croissance de l'industrie du biodiesel a donc généré une quantité excédentaire de glycérol 

brut, conduisant à une forte baisse de son prix entre 2005 et 2007 (Figure I.1.17). Par conséquent, 

le développement de procédés de conversion du glycérol brut en produits à haute valeur ajoutée 

est devenu économiquement viable et utile pour valoriser ces excédents. On comprend donc 

aisément l’intérêt que représente l’utilisation du glycérol comme substrat de départ pour la 

production de biomolécules telles que le 3-HP. 

1999 2009
Saponification

Acides gras

Biodiésel

Alcools gras

Synthétiques

Autres

 

Figure I.1.17 : Principales provenances du glycérol avant (1999) et après (2009) l’explosion de la 

production mondiale de biodiésel (d’après Ciriminna et al. 2014). 

Le glycérol est ainsi devenu une source polyvalente de carbone et d'énergie permettant de 

nombreuses applications potentielles, notamment dans le domaine de la fermentation industrielle 

(Figure I.1.18 ; Werpy and Petersen 2004). La plupart des recherches menées actuellement s’axe 

sur l’utilisation de glycérol pour la production de solvants tels que le dihydroxyacétone ou les 

diols 1,3 et 1,2-propanediol, mais aussi pour la production d’acides organiques comme l’acide 

citrique, l’acide succinique ou l’acide propionique (da Silva et al. 2009). Cette molécule est 

également couramment employée dans des applications alimentaires (agent sucrant, agent 

humectant), cosmétiques (agent hydratant, solvant, lubrifiant, produits capillaires), 

pharmaceutiques (lubrification, préparation de sirops) ou encore industrielles (agent plastifiant, 

résines, explosifs, antigels) (Vandeputte, 2012). 



40 

 

 

Figure I.1.18 : Dérivés possibles à partir du glycérol (Werpy and Petersen, 2004) 

 
1.3.3.2.3 Le 3-HPA, intermédiaire métabolique de la voie du 3-HP 
 

 
Figure I.1.19 : Molécule de 3-HPA 

 
Le 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA) a été découvert initialement par Voisenet en 1910. Il 

observe sa formation à partir de glycérol lors de l’altération bactérienne du vin par Bacillus 

amaracrylus (maintenant classifiée comme étant Paenibacillus polymixa ; Voisenet 1910). 

Voisenet suppose alors que le 3-HPA est produit par déshydratation du glycérol, ce qui sera 

confirmé ultérieurement (Abeles et al. 1960). Ses propriétés physico-chimiques sont résumées 

dans le Tableau I.1.6. 
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Tableau I.1.6 : Principales caractéristiques et propriétés physico-chimiques du 3-HPA 

Formule chimique C3H6O2 

Numéro CAS 2134-29-4 

pKa / 
Masse molaire 74,04 g.mol-1 

Densité 1,016 
Log Ko/w (Hydrophobicité)*                   - 1,14 
Solubilité dans l’eau (25°C)* 106 mg.L-1 

Constante de Henry (Volatilité)* 3,29.10-9 atm.m-3/mol 
* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research corporation 
(SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
 

Le groupement aldéhyde du 3-HPA explique en partie sa forte réactivité, à l’origine de ses 

propriétés particulières. En solution aqueuse, le 3-HPA subit ainsi une polymérisation ainsi qu’une 

hydratation pour former un équilibre principalement composé de 3-HPA monomérique, de 3-HPA 

hydraté et de dimères et trimères de 3-HPA (mélange appelé « système 3-HPA », Figure I.1.20). 

La production de 3-HPA par voie microbienne (Slininger et al. 1983, El-Ziney et al. 1998, Lüthi-

Peng et al. 2002a et b, Ulmer and Zheng 2007, Krauter et al. 2012) et la composition du système 

3-HPA (Talarico and Dobrogosz 1989, Vollenweider et al. 2003, Vollenweider et al. 2010) ont 

fait l’objet de nombreux travaux.  

3-HPA

3-HPA hydraté

H2O

3-HPA dimérique linéaire

3-HPA dimérique cyclique

3-HPA trimérique

X 2

X 2 X 3

 

Figure I.1.20 : Composition détaillée du système 3-HPA (d’après Talarico and Dobrogosz 1989, 

Vollenweider et al. 2003, Vollenweider et al. 2010, Burgé et al. 2015c) 



42 

 

Il a notamment été montré que la composition de ce système était largement dépendante des 

conditions environnementales, notamment du pH, de la température et de la concentration en 

produit. A pH acide et pour une concentration inférieure à 1,4 M, le 3-HPA est principalement 

sous forme hydratée (Vollenweider et al. 2003). En augmentant la concentration (4,9 M), la forme 

prédominante devient la forme dimérique (Chen et al. 2002, Vollenweider et al. 2003). Le 

système 3-HPA en milieu aqueux et pH basique présente également des traces de formes acétales 

et hémiacétales en dimères, trimères, oligomères ou polymères (Sung et al. 2003, Bauer et al. 

2010a).  

Du fait de ses propriétés, le 3-HPA présente un intérêt particulier pour les industries 

alimentaires et chimiques ainsi que dans le domaine médical (Vollenweider and Lacroix 2004). 

Cette molécule possède en effet une forte activité antimicrobienne contre une grande variété de 

micro-organismes (Cleusix et al. 2007). Elle peut en outre servir de précurseur pour la synthèse 

chimique de différents composés d’intérêt (acroléine, acide acrylique, 1,3-PDO ; Figure I.1.21). 

Elle peut également être utilisée comme agent de réticulation ou fixée sur des tissus biologiques 

du fait de sa biocompatibilité (Chen et al. 2002 et 2004). Ainsi, du fait de son activité anti-

microbienne, le 3-HPA pourrait constituer une alternative au glutaraldéhyde, couramment utilisé 

dans la fabrication de prothèses, en diminuant notamment la réaction inflammatoire (Sung et al. 

2002 et 2003). 

 

Figure I.1.21 : Dérivés possibles à partir du 3-HPA (Sardari 2013) 
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Le 3-HPA étant un intermédiaire métabolique, il n’est donc pas accumulé au sein de la 

bactérie productrice mais réduit en 1,3-PDO et/ou oxydé en 3-HP, selon les conditions 

environnementales dans lesquelles se trouve le micro-organisme (conditions d’aération, ratio entre 

NADH2 et NAD+). En anaérobiose, la réduction du 3-HPA en 1,3-PDO permet ainsi de régénérer 

le NAD+ utilisé lors de la glycolyse. Au contraire, l’oxydation du 3-HPA en 3-HP nécessite 

l’utilisation de NAD+, converti en NADH2. Ainsi, l’accumulation de 3-HPA dans le milieu est 

favorisée quand il y a peu ou pas de glucose (ratio glucose/glycérol < 0,33 ; El-Ziney et al. 1998, 

Lüthi-Peng et al. 2002a). Afin de minimiser la formation de co-produits, notamment sous forme 

de 1,3-PDO en présence de glucose, mais aussi afin de limiter la présence des métabolites issus de 

la croissance, une production du 3-HPA par L. reuteri en deux étapes est privilégiée : (Lüthi-Peng 

et al. 2002a, Doleyres et al. 2005, Rütti et al. 2011), soient : 

(1) une phase de croissance microbienne, permettant la production de la biomasse  

(2) une phase de bioconversion du glycérol en 3-HPA par la biomasse produite en (1). 
 

Concernant les conditions environnementales adéquates, la température optimale pour la 

production du 3-HPA semble être de 37°C et le pH optimal de 7,0 (+/- 0,5). De fortes 

concentrations en substrat glycérol (au-delà de 300 à 400 mM) peuvent induire une diminution de 

la production, en raison de la toxicité du 3-HPA formé pour les bactéries productrices elles-mêmes 

(Lüthi-Peng et al. 2002b) et d’une inhibition de la glycérol/diol déshydratase (Yamanishi et al. 

2012) par le substrat. La présence de NaCl dans le milieu diminue également fortement 

l’accumulation de 3-HPA et ce, quel que soit le milieu (Lüthi-Peng et al. 2002a), sans qu’aucune 

explication n’ait encore été apportée à ce problème. La littérature s’accorde cependant sur les 

points suivants : la production de 3-HPA est largement dépendante de la température, du pH, de la 

concentration en glycérol et en carbohydrates (glucose, lactose, saccharose). Elle dépend 

également de la concentration en bactérie et de l’âge de la culture à la récolte (donc de la 

physiologie des lactobacilles), et doit être réalisée en anaérobiose. 

Étant donnés la vitesse de croissance et le statut G.R.A.S. de L. reuteri, ainsi que les bonnes 

performances de production obtenues à partir du glycérol (108 g.L-1, 21,6 g.L-1.h-1, Krauter et al. 

2012), elle constitue le producteur principal du 3-HPA à l’heure actuelle, même si K. pneumoniae 

est également utilisée (46 g.L-1, Vancauwenberge et al. 1990 ; 54 g.L-1, Ulmer and Zeng, 2007). 

Afin d’optimiser cette bioconversion, plusieurs stratégies ont été mises en œuvre, principalement 

en piégeant la fonction aldéhyde afin de bloquer son action inhibitrice par une démarche d’In Situ 
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Product Removal (ISPR) ou en immobilisant les cellules en réacteur pour les protéger de l’action 

délétère du 3-HPA.  

L’approche de type ISPR en fermentation ou bioconversion extractive permet de séparer un 

produit potentiellement toxique pour les bactéries productrices, en évitant son accumulation dans 

le milieu, et de faciliter le procédé d’extraction en aval tout en conduisant à une amélioration des 

titre, productivité et rendement de production (Freeman et al. 1993). Compte-tenu des propriétés 

de la molécule (faible poids moléculaire, non chargée et très soluble dans l’eau), le 3-HPA ne peut 

pas être facilement extrait d’une solution aqueuse. Pour bloquer sa fonction aldéhyde et ainsi 

diminuer l’inhibition exercée sur les cellules, le 3-HPA a été donc fixé avec succès en utilisant des 

semicarbazides et des carbohydrazides (Figure I.1.22), pour former respectivement des 

semicarbazones (Vancauwenberge et al. 1990, Ulmer and Zeng 2007, Sardari et al. 2014) et des 

carbohydrazones (Krauter et al. 2012) moins toxiques. Mais ces deux approches, bien que 

conduisant à des résultats intéressants en termes de production de la molécule d’intérêt (plusieurs 

dizaines de g.L-1), posent problème pour le recyclage de l’extractant et la récupération de la 

molécule d’intérêt (complexe obtenu peu ou pas séparable). D’autres approches réversibles ont 

aussi été testées, parmi lesquelles une complexation avec du bisulfite de sodium (Sardari et al. 

2013, Stevens et al. 2013) ou du sulfite d’hydrogène (Rütti et al. 2011), fixés ou non sur une 

résine échangeuse d’anions, conduisant à une diminution de la toxicité observée mais des résultats 

mitigés en termes de production (maximum 24 g.L-1), la présence de résine dans le milieu 

affectant notamment les performances de bioconversion.  

 

Figure I.1.22 : Structures chimiques de la carbohydrazide et de la semicarbazide 

L’utilisation de cellules immobilisées constitue également une approche d’intérêt pour la 

production de 3-HPA, notamment en protégeant la cellule des dommages physiques et chimiques 

provoqués par la molécule (Doleyres et al. 2004a et b) et en évitant les étapes de lavage par 

centrifugation pouvant affecter l’état physiologique des bactéries productrices. Les premiers 

résultats (immobilisation dans des billes d’alginate ; Zamudio-Jaramillo et al. 2009) confirment le 

potentiel de cette approche pour la production biotechnologique du 3-HPA en augmentant la 
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survie cellulaire et la productivité. Plus récemment, des essais de production avec des cellules de 

L. reuteri immobilisées sur des nanoparticules super-paramagnétiques ont également été menés 

(Chen and Chen, 2013), permettant notamment d’éviter les étapes de centrifugation entre les 

phases de croissance et de bioconversion du glycérol, de n’utiliser qu’un seul bioréacteur, et de 

diminuer la résistance au transfert possiblement observée lors de l’immobilisation dans des billes. 

 1.3.3.2.4 Le 1,3-PDO, une molécule d’intérêt déjà valorisée 
 
 

 

Figure I.1.23 : Molécule de 1,3-PDO 

Comme tous les diols, le 1,3-PDO présente une forte réactivité chimique permettant la 

synthèse de diverses molécules d’intérêt (intermédiaires chimiques, solvants, polymères) qui 

trouvent des applications dans des domaines variés (chimie fine, cosmétique, adhésifs, résine). 

Cependant, comme dans le cas du 3-HP, sa synthèse par voie chimique pose de nombreux 

problèmes (impacts néfastes sur l’environnement, rendements faibles, purification coûteuse ; 

Saxena et al. 2009). Un grand nombre de travaux portent donc sur la production de 1,3-PDO par 

voie biotechnologique, notamment en utilisant L. reuteri comme micro-organisme producteur et le 

glycérol comme substrat de départ (Vaidyanathan et al. 2011, Jolly et al. 2014, Vieira et al. 2015). 

Les propriétés physico-chimiques du 1,3-PDO sont détaillées dans le tableau I.1.7. 

Tableau I.1.7 : Principales caractéristiques et propriétés physico-chimiques du 1,3-PDO 

Formule chimique C3H8O2 

Numéro CAS 504-63-2 

pKa / 
Masse molaire 76,09 g.mol-1 

Densité 1,05 
Log Ko/w (Hydrophobicité)* -1,04 
Solubilité dans l’eau (25°C)* 106 mg.L-1 

Constante de Henry (Volatilité)* 1,74.10-7 atm.m-3/mol 
* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research corporation 
(SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
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Contrairement au 3-HP, le 1,3-PDO est déjà produit à l’échelle industrielle par voie 

biotechnologique (E. coli OGM) à partir d’amidon de maïs depuis fin 2006 par la co-entreprise 

créée en 2004 entre DuPont et Tate (DuPont Tate & Lyle Bioproducts) avec une capacité 

d’environ 45 000 t/an en 201120. La société Metabolic Explorer produit également cette molécule 

d’intérêt, à l’échelle pilote uniquement, mais a entamé en 2013 la construction d'un site de 

production en Malaisie avec une capacité initiale de 8 500 t/an21. Les prévisions à l'horizon 2020 

font état d'un marché estimé à 560 millions de dollars, équivalent à une croissance de 20 % entre 

2012 et 201922. 

Adhésifs
Résines

Solvants Parfums

Cosmétiques

Détergents

Industrie
automobile

Produits stratifiés

Produits pharmaceutiques

Vêtements

Moquettes

Fibres

Agent répulsif

Liquide de refroidissement

Films

Enduits

Polytriméthylène téréphtalate 

1,3-PDO

 

Figure I.1.24 : Dérivés possibles à partir du 1,3-PDO (d’après Kaur et al. 2012) 

Même si les productions de 1,3-PDO par des micro-organismes naturels à partir du glycérol 

sont intéressantes (entre 48 et 70 g.L-1 chez K. pneumoniae, entre 48 et 66 g.L-1 chez C. 

                                                 
 

20 www.dupont.com (consulté en septembre 2015) 

21 www.metabolic-explorer.com (consulté en septembre 2015) 

22 Etude de "Market and Market" (nov. 2012) 1,3-Propanediol (PDO) Market by Applications & Geography - Global 
Market Trends & Forecasts to 2019 
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butyricum ; Drozdzynska et al. 2011), des approches de type ingénierie métabolique ont été 

développées, principalement sur K. pneumoniae, afin de pallier certains problèmes rencontrés : 

production insuffisante de la molécule d'intérêt (Zheng et al. 2006, Chen et al. 2009), toxicité des 

métabolites de la voie (3-HPA notamment, Hao et al. 2008), génération de co-produits (3-HP par 

exemple, Horng et al. 2010, Drozdzynska et al. 2011), disponibilité du co-facteur NADH2 (Saxena 

et al. 2009, Ma et al. 2010, Kaur et al. 2012) et de la vitamine B12 (Celinska 2000). 

L’inconvénient majeur de ces micro-organismes résidant dans leur caractère pathogène, d'autres 

micro-organismes non pathogènes ont également été modifiés à des fins de production de la 

molécule d'intérêt, comme S. cerevisiae (Rao et al. 2008) et E. coli (Chotani et al. 2000). 

1.3.3.3 Mécanismes d’excrétion du 3-HP par les bactéries productrices 
 

Les mécanismes de transport du substrat vers l'intérieur des cellules et ceux liés à l'excrétion 

des produits sont des éléments importants à étudier pour mieux comprendre et ainsi optimiser la 

production de 3-HP. Les mécanismes qui régissent l'excrétion du 3-HP n'étant pas connus ni 

étudiés en détails, il est supposé dans la littérature qu’ils sont similaires à ceux impliqués dans 

l'export du 2-HP. Trois types de transport sont ainsi décrits pour l'acide lactique : symport du 

lactate et des protons (Konings et al. 1997), antiport avec les substrats (Loubière et al. 1992) ou 

transport actif (donc nécessitant de l'ATP) par des transporteurs de la famille ABC (ATP Binding 

Cassette ; Braibant et al. 2000, Poelarends et al. 2000). Il existe cependant une différence 

importante, l’acide lactique étant excrété pendant la phase de croissance, donc en présence d’un 

substrat énergétique, alors que le 3-HP est excrété durant la bioconversion et donc en absence de 

substrat énergétique. 

Plus globalement, l'excrétion d'acides organiques nécessite une quantité importante d'énergie 

cellulaire, particulièrement à pH extracellulaire acide. Si cette quantité est supérieure à celle issue 

de la formation des produits, un déficit est créé, affectant la croissance et de nombreuses autres 

fonctions cellulaires (van Maris et al. 2004). En conséquence, une production prolongée de 3-HP, 

surtout en milieu acide et à forte concentration, nécessite la production d'ATP par une voie 

métabolique annexe afin de subvenir aux besoins cellulaires et de maintenir un pH intracellulaire 

constant, par excrétion du 3-HP contre le gradient de protons. Cependant, la production d'une 

mole d'ATP par mole de 3-HP produit chez L. reuteri à partir du glycérol (Figure I.1.15) constitue 

un avantage par rapport aux voies métaboliques synthétiques utilisant le glucose comme substrat 

de départ et qui, souvent, ne génèrent pas d'ATP (Kumar et al. 2013a).  
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1.4 Enjeux pour une bioconversion optimisée du glycérol en 3-HP 
 

De fortes concentrations de produit, productivité et rendement de conversion du substrat en 

produit sont généralement nécessaires pour que la production d’une molécule soit 

commercialement viable. Bien que plusieurs voies biotechnologiques de production du 3-HP, avec 

ou sans ingénierie métabolique, aient été mises en évidence et développées, les performances 

obtenues ne sont pas suffisantes et des améliorations sont indispensables. La toxicité induite par le 

3-HPA et le 3-HP et les faibles rendements atteints constituent ainsi des freins à une production 

optimale et empêchent un développement à l’échelle pilote voire industrielle (Suthers and 

Cameron 2005, Jiang et al. 2009). 

 
1.4.1 Disponibilité des cofacteurs et synthèse de vitamine B12 
 
La régénération de NAD+ constitue un enjeu important pour produire le 3-HP à partir de 

glycérol. Le maintien du niveau optimal d’oxygène permettant la régénération continue du NAD+ 

sans interférer avec la synthèse de vitamine B12 (en anaérobiose) et la production de 3-HP risque 

de s’avérer compliqué. Pour résoudre ce problème, une stratégie a été proposée (Ashok et al. 

2013b) chez K. pneumoniae OGM, qui consiste en une production anaérobie de 3-HP en présence 

de nitrate comme accepteur d’électrons (22 g.L-1 de 3-HP obtenu). Cet ajout de nitrate permet bien 

dé régénérer le NAD+ mais inhibe l’activité des enzymes de la voie réductrice et donc diminue la 

production de 3-HP. Afin d’orienter le flux du glycérol vers le 3-HP, l’expression de la glycérol 

kinase et de la 1,3-PDO oxydoréductase a donc été supprimée, permettant de doubler la 

production de 3-HP par rapport à la souche de référence utilisée sans nitrate. L’insertion dans des 

micro-organismes hôtes de voies de biosynthèses génératrices de NAD+ a également été suggérée 

(Yasuda et al. 2006). 

Chez L. reuteri, la conversion du glycérol en 3-HPA est catalysée par une glycérol/diol 

déshydratase vitamine B12-dépendante (Sriramulu et al. 2008, Dishisha et al. 2014). Cette 

vitamine est nécessaire à la réactivation de l’enzyme (Toraya, 2000, Yamanishi et al. 2012). La 

quantité de vitamine B12 disponible dans la cellule est donc un élément primordial pour le 

maintien de la consommation du glycérol. Ainsi, certains travaux relatent un ajout de vitamine 

B12 au milieu de bioconversion (Toraya, 2000). D’autre part, bien que conduisant à des niveaux 

de production de 3-HP intéressants, l’utilisation d’E. coli comme micro-organisme producteur est 

limité en raison de son incapacité à synthétiser cette vitamine, à l’inverse de K. pneumoniae en 

anaérobiose. Cela explique l’augmentation du nombre de travaux utilisant K. pneumoniae pour 
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produire du 3-HP, bien que cette bactérie soit pathogène. Plusieurs approches d’ingénierie 

métabolique ont également été testées pour pallier cette difficulté, par exemple en utilisant une 

glycérol déshydratase vitamine B12-indépendante (existant chez Clostridium butyricum par 

exemple ; Raynaud et al. 2003), en augmentant le taux d’expression des gènes impliqués dans la 

synthèse de vitamine B12 (Dunn-Coleman et al. 2006) ou encore en augmentant le stockage de la 

molécule par augmentation de l’expression des gènes codants pour des protéines impliquées dans 

son transport (récepteur, perméase, protéine de transport ATP/GTP-dépendante ; Bulthuis et al. 

2002). L’utilisation de micro-organismes producteurs naturels de vitamine B12 tels que 

Pseudomonas denitrificans ou l’insertion de la voie complète de production de la molécule chez 

un hôte sont aussi envisagées (Kumar et al. 2013a).   

 
1.4.2 Inhibition et toxicité provoquées par le substrat et les métabolites 

 
De nombreux travaux font état et décrivent les inhibition (notamment des activités 

enzymatiques) et impacts toxiques (sur la viabilité ou la cultivabilité) dus aux métabolites produits 

lors de la bioconversion du glycérol (3-HP ou 3-HPA). Des phénomènes d’inhibition et de toxicité 

des bactéries productrices ont ainsi été mis en évidence, d’une part par acidification du milieu liée 

à l’excrétion du 3-HP et, d’autre part, liés au stress oxydatif, à la perte d’activité enzymatique 

(Schaefer et al. 2010) et de cultivabilité (Doleyres et al. 2005) vraisemblablement causés par le 3-

HPA. Concernant le 1,3-PDO, aucun effet inhibiteur n’a été montré dans la gamme de 

concentration attendue lors de la bioconversion du glycérol (pas d’effet visible sur Clostridium 

butyricum jusqu’à 50 g.L-1 ; Colin et al. 2000). Cependant, il a été rapporté que le glycérol 

provoquait une inhibition de l'activité de la glycérol/diol déshydratase (Yamanishi et al. 2012), via 

un clivage irréversible de la liaison CO-C de la vitamine B12, qui conduit à la formation de 5'-

déoxyadénosine et d'autres espèces de cobalamine non identifiées (Toraya, 2000). Celles-ci restent 

attachées à la glycérol/diol déshydratase et conduisent à sa désactivation irréversible (Toraya, 

2000). La réactivation in situ de la glycérol/diol déshydratase désactivée nécessite l’intervention 

d’enzymes spécifiques (glycerol-dehydratase-reactivating factor) utilisant de l’ATP et des ions 

Mg2+, qui réactivent l’enzyme en échangeant une coenzyme B12 endommagée par une coenzyme 

intacte (Toraya, 2000, Yamanishi et al. 2012). 
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1.4.2.1 Inhibition et toxicité du 3-HPA : un stress connu et en partie caractérisé 
 

Le 3-HPA est hautement toxique pour de nombreux micro-organismes, aussi bien des 

bactéries à Gram-positif ou négatif (Axelsson et al. 1989, Talarico et al. 1988, Barbirato et al. 

1996, Cleusix et al. 2007, Spinler et al. 2008) que des levures (S. cerevisiae, Dobrogosz and 

Lindgren, 1994), des protozoaires (Trypanosoma brucei brucei, Yunmbam and Roberts, 1992 et 

1993) ou des bactériophages (phage lambda d’E. coli, Dobrogosz and Lindgren, 1995). De plus, 

son accumulation affecte la production de 3-HP par la cellule. Si de nombreuses hypothèses pour 

expliquer son effet bactéricide ont été émises, ses mécanismes d’action ne sont qu’en partie 

élucidés (Rasch, 2002, Vollenweider et al. 2003 et 2010, Schaefer et al. 2010). L’accumulation de 

3-HPA est due à un déséquilibre entre les activités de la GDH (glycérol  3-HPA), des PduP, 

PduL et PduW (3-HPA  3-HP) et de la PduQ (3-HPA  1,3-PDO).  

Tableau I.1.8 : Activité antimicrobienne du 3-HPA contre différentes familles de bactéries (Cleusix et al. 2007) 

Organisme Souche CMI 
(mM) CMB (mM) 

Escherichia coli DSM 5698 7,5 - 15 15 - 30 
Bacteroides vulgatus DSM 1447 < 1,9 1,9 - 3,8 
Bacteroides thetaiotaomicron DSM 2079 1,9 - 3,8 1,9 - 3,8 
Bacteroides fragilis LMG 10263 3,8 - 7,5 3,8 - 7,5 
Bifidobacterium catenulatum LMG 11043 1,9 - 3,8 7,5 - 15 
Bifidobacterium longum DSM 20219 1,9 - 3,8 3,8 - 7,5 
Bifidobacterium longum infantis DSM 20088 1,9 - 3,8 1,9 - 3,8 
Bifidobacterium bifidum DSM 20456 3,8 - 7,5 7,5 - 15 
Bifidobacterium breve DSM 20213 7,5 - 15 7,5 - 15 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 15 - 40 15 - 40 
Lactobacillus casei ATCC 334 15 - 40 40 - 80 
Lactobacillus fermentum ETH-Z 15 - 40 15 - 40 
Lactobacillus salivarius ETH-Z 15 - 40 40 - 80 
Lactobacillus reuteri DSM 20016 30 - 50 60 - 120 
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 30 - 50 60 - 120 
Eubacterium biforme DSM 3989 1,9 - 3,8 3,8 - 7,5 
Eubacterium eligens DSM 3376 1,9 - 3,8 1,9 - 3,8 
Colinsella aerofaciens DSM 3979 3,8 - 7,5 7,5 - 15 
Enterococcus faecium DSM 20477 3,8 - 7,5 30 - 50 
Streptococcus salivarius DSM 20560 3,8 - 7,5 15 - 30 
Clostridium difficile ETH-Z < 1,9 3,8 - 7,5 
Clostridium clostridioforme DSM 933 15 - 30 15 - 30 
Ruminococcus productus DSM 2950 7,5 - 15 3,8 - 7,5 
Listeria innacua HPB 13 7,5 - 15 7,5 - 15 
Listeria ivanovii HPB 28 3,8 - 7,5 7,5 - 15 
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 Bien que produit par cette bactérie, le 3-HPA présente une activité antimicrobienne avérée 

sur L. reuteri (Tableau I.1.8). En 2007, Cleusix et al. ont testé l’activité antibactérienne de ce 

composé contre une population représentative des bactéries intestinales (Lactobacillus, 

Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Listeria, etc.) en déterminant la concentration 

minimale inhibitrice (CMI), c'est-à-dire la concentration la plus faible empêchant la croissance 

bactérienne ; et la concentration minimale bactéricide (CMB), c'est-à-dire la concentration la plus 

faible induisant une mortalité de 99,99 %. Les résultats de cette étude montrent que toutes ces 

bactéries testées sont sensibles, mais à des niveaux différents, compris entre 2 et 50 mM en 3-HPA 

pour la CMI, et entre 2 et 120 mM pour la CMB (Tableau I.1.8).  L. reuteri, bien que sensible à ce 

stress, apparait cependant comme plus résistante, ce qui est logique étant donné que la synthèse de 

3-HPA, liée à son caractère probiotique, constitue un mécanisme d’auto-défense.  

Des recherches ont également fait état d’une perte importante de cultivabilité, de l’ordre de 

10 unités logarithmique d’unités formant colonies par millilitre, concomitante à la production de 

3-HPA par L. reuteri (Figure I.1.25 ; Doleyres et al. 2005), et d’inhibition de la croissance de 

différents pathogènes entériques provoquée par cette molécule (Figure I.1.26 ; Spinler et al. 2008). 

  
Figure I.1.25 : Evolution de la concentration en 3-HPA et de la cultivabilité cellulaire sur milieu gélosé 

(exprimée en UFC/mL) au cours de la bioconversion du glycérol par L. reuteri et en fonction de la 

concentration cellulaire initiale (Doleyres et al. 2005). 

Effets de la concentration cellulaire initiale sur :  
a : la production de 3-HPA 
b : la viabilité de L. reuteri durant la bioconversion du glycérol 
 
(T = 30°C, [glycérol]= 200 mM) 
 
Carrés noirs : 7,0×108 UFC/mL 
Carrés blancs : 2,3×109 UFC /mL,  
Triangles noirs : 5,3×109 UFC /mL,  
Triangles blancs : 8,5×109 UFC /mL, 
Losanges noirs : 1,6×1010 UFC /mL,  
Losanges blancs : 2,5×1010 UFC /mL, 
Croix : 4,5×1010 UFC /mL 
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Figure I.1.26 : Evaluation de l’effet inhibiteur du 3-HPA (10 mM ajoutés au milieu de culture) produit par 

4 souches de L. reuteri (ATCC 55730, ATCC 6475, ATCC 4659 et ATCC 5289) sur la croissance de 

différents micro-organismes pathogènes (EHEC = Entéro-hémorragique E. coli, ETEC = Entéro-

toxigénique E. coli) (Spinler et al. 2008). 

Schaefer et al. (2010) ont cherché à élucider les mécanismes à l’origine de la toxicité 

générée par le 3-HPA. Ils ont ainsi démontré que le 3-HPA induisait un stress oxydatif sur E. coli 

et ont émis l’hypothèse que ce phénomène était lié à l’interaction de la fonction aldéhyde du 3-

HPA avec les groupements thiols des protéines. Cette étude met en effet en évidence que 

l’exposition d’E. coli au 3-HPA conduit à une augmentation de l’expression des gènes codant pour 

des protéines contenant des groupements thiols (groupements –SH présents sur les acides aminés 

cystéines) et des gènes impliqués dans la réponse au stress oxydatif (thiorédoxine, glutaredoxine, 

hydroperoxide réductase). Il a également été montré qu’une souche dépourvue du régulateur 

positif de transcription OxyR (gène impliqué dans la réponse au stress oxydatif) était quatre fois 

plus sensible à l’action du 3-HPA. Enfin, l’addition de cystéines dans le milieu diminue l’effet 

antimicrobien observé, par interaction du 3-HPA avec leurs groupements thiols. Des résultats 

similaires ont été rapportés concernant la capacité du 3-HPA à se lier aux acides aminés cystéines, 

et, dans une moindre mesure, aux acides aminés tryptophanes et histidines (Vollenweider et al. 

2010). Ces travaux ont également montré une régulation de l’expression de certaines protéines 

suite à une exposition d’E. coli au 3-HPA (1 mM). En effet, certaines protéines de ménage ainsi 

que des enzymes impliquées dans les voies métaboliques productrices d’énergie étaient sous-

exprimées en présence de 3-HPA mais pas de propanal (contrôle), tandis que l’expression de 
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quatre protéines chaperonnes (groES, grpE, hsIV, htrA) de la famille des protéines de choc 

thermique (HSP) était induite, synonyme de situation de stress pour la cellule. E. coli enclenche 

également une réponse au stress oxydatif généré en présence de 3-HPA, en augmentant 

l’expression de protéines impliquées dans la régénération du système rédox (GSH réductase, 

peroxidoxin) (Vollenweider et al. 2010). 

L’impact des conditions environnementales sur l’effet inhibiteur du 3-HPA a été étudié sur 

E. coli (Rasch, 2002), montrant notamment une augmentation des effets avec la température (entre 

10 et 30°C). Le pourcentage de sel dans le milieu (NaCl entre 0,5 et 3 % m/v) ainsi que le pH 

(entre 4,5 et 6,5) n’auraient à l’inverse que peu ou pas d’effet.  

Plusieurs solutions ont été proposées pour tenter de diminuer l’inhibition exercée sur les 

bactéries productrices, parmi lesquelles le blocage de la fonction aldéhyde par des composés 

piégeurs, appelés « scavengers » (Ulmer and Zeng 2007, Krauter et al. 2012, Stevens et al. 2013, 

Sardari et al. 2014). L’utilisation de carbohydrazides et un apport contrôlé en glycérol dans le 

milieu de bioconversion par  fed-batch ont ainsi permis de limiter l’accumulation du 3-HPA et sa 

toxicité, ce qui a conduit à une amélioration des performances de production de 3-HP par L. 

reuteri (Dishisha et al. 2014). Cette approche de type fed-batch a également été utilisée avec 

succès pour la production de 3-HP par ingénierie métabolique chez E. coli (42,1 g.L-1, Jung et al. 

2014 ; 57 g.L-1, Kim et al. 2014) et K. pneumoniae (48,9 g.L-1, Huang et al. 2013). Une régulation 

de l’expression des gènes de la voie peut également être envisagée par ingénierie métabolique 

(surexpression des gènes codant pour les enzymes PduQ, PduP, PduL et PduW par exemple, 

permettant d’augmenter l’utilisation du 3-HPA formé et d’éviter son accumulation dans le milieu). 

1.4.2.2 Inhibition et toxicité provoquées par le 3-HP : deux effets potentiels à discriminer 
(molécule et pH) 
 

Comme les autres acides organiques, le 3-HP induit une inhibition de la croissance 

bactérienne et de sa propre production. Ainsi, le rendement de production du 3-HP à partir de 

glycérol dans la période où sa concentration est la plus importante (entre 18 et 27 g.L-1) diminue 

de façon significative chez les recombinants de type E. coli ou K. pneumoniae (Rathnasingh et al. 

2009, Ashok et al. 2013a). Cette baisse serait due à une diminution de l’activité enzymatique de la 

glycérol déshydratase (DhaB) et de l’aldéhyde déshydrogénase (PuuC et KGDH) utilisées dans 

ces études. De plus, lorsque du 3-HP est ajouté au milieu de culture, le taux de croissance, la 

consommation de glycérol et la production de 3-HP (passage de 2,5 à 0,7 g.L-1) diminuent 
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progressivement avec la concentration en acide (entre 0 et 70 g.L-1, Kumar et al. 2012). En 

général, la toxicité des acides organiques est liée à leur capacité à diffuser à travers la membrane 

cellulaire. A l’intérieur de la cellule, ces composés se dissocient et libèrent des protons H+ qui 

vont conduire à l’abaissement du pH intracellulaire. Cette acidification du cytoplasme peut 

endommager l’intégrité des bases puriques et causer la dénaturation de certaines enzymes, ce qui 

impacte le métabolisme cellulaire (Booth et al. 2002, Roe et al. 2002, Warnecke and Gill 2005). 

Celui-ci peut être sérieusement affecté si la cellule n’est pas en mesure de maintenir le pH 

intracellulaire dans une certaine gamme et, à l’extrême, conduire à la mort de la cellule (Halm et 

al. 2004).  

La toxicité liée à la production du 3-HP peut donc être de deux ordres : liée à la chute du pH 

concomitante à sa production ou due aux caractéristiques intrinsèques de la molécule. Les travaux 

de Sebastianes et al. (2012) constituent la première étude portant sur l’activité antimicrobienne du 

3-HP liée à sa fonction acide carboxylique. Les auteurs ont ainsi montré que la croissance de 

Staphylococcus aureus et de Salmonella typhi était inhibée par l’acide carboxylique (Figure 

I.1.27). Les CMI ont été déterminées et atteignent 64 mg/L pour les deux micro-organismes testés. 

En revanche, l’ester éthylique correspondant (3-hydroxypropionate d’éthyle) ne présente pas 

d’activité antimicrobienne (Figure I.1.27). Le groupement acide carboxylique est donc essentiel à 

l’activité inhibitrice du 3-HP. 

a)               b)  

 

Figure I.1.27 : Evaluation de l’activité antibactérienne du 3-HP. Sur le côté droit des boîtes : activité du 3-

HP (50 mg/disque) contre S. aureus (a) et S. typhi (b). Sur le côté gauche : aucune activité antimicrobienne 

n’est observée pour le 3-hydroxypropionate d’éthyle (50 mg/disque) sur ces deux micro-organismes 

(Sebastianes et al. 2012). 
 

La CMI du 3-HP sur E. coli a également été évaluée (15 g.L-1 ; Warnecke et al. 2012). Cette 

CMI varie en fonction des micro-organismes et des conditions environnementales (pH, 
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température, composition du milieu). Il est donc difficile de comparer la toxicité d’un acide sur 

plusieurs organismes différents ou de plusieurs acides sur la même bactérie. Avec le 

développement de nouvelles techniques d’exploration et d’analyses du génome et l’avènement des 

techniques de type « omique », l’identification des mécanismes impliqués dans ces phénomènes 

de toxicité progresse. En 2010, Warnecke et al. suggèrent que la toxicité du 3-HP sur E. coli serait 

due, au moins en partie, à une interférence anion-spécifique avec le métabolisme cellulaire et 

notamment à l’inhibition des voies chorismate et thréonine. Un travail a également été mené sur 

l’identification de gènes dont l’expression pourrait améliorer la tolérance d’E. coli au stress induit 

par le 3-HP (Warnecke et al. 2008, 2010, 2012). Un peptide de 21 acides aminés a notamment été 

identifié, permettant d’augmenter la résistance de 133 % (augmentation de la CMI de 15 à 20 g.L-

1) lorsque le gène iroK est exprimé (Warnecke et al. 2012). 

Les problèmes induits par le stress acide peuvent être en partie résolus en adaptant les 

micro-organismes à des pH faibles, ce qui permettrait de conduire l’étape de bioconversion à un 

pH inférieur au pKa de l’acide et donc à diminuer le coût de production en évitant l’ajout de bases 

pendant le procédé (4,51 dans le cas du 3-HP ; Warnecke and Gill, 2005). Une autre solution pour 

diminuer la toxicité induite par le 3-HP serait de l’extraire en continu du milieu de production par 

des techniques adaptées, selon une démarche de type ISPR (In Situ Product Recovery). Ces 

techniques sont décrites pour différents acides organiques, notamment le 2-HP, et sera abordée 

dans la seconde partie de ce travail (Partie I.2.2). 

1.4.2.3 Évaluation de l’état physiologique des bactéries productrices par fluorescence 
 

La détermination de l‘état physiologique au niveau de chaque cellule doit prendre en compte 

des éléments fondamentaux de viabilité ou d’activité spécifique, au-delà de la simple cultivabilité. 

Les méthodes associées à cette détermination sont basées sur l’utilisation de marqueurs 

fluorescents, jouant un rôle d’indicateur d’activité biologique ou d’indicateurs structuraux, tels que 

l’activité enzymatique, le pH intracellulaire, le potentiel de membrane, l’intégrité membranaire ou 

l’état de stress oxydatif. La quantification de la fluorescence est réalisée par microscopie à 

fluorescence, microscopie confocale ou par cytométrie en flux. 
 

Actuellement, de nombreux marqueurs fluorescents sont utilisés pour caractériser l’état 

physiologique des bactéries. Ils permettent d’estimer des paramètres cellulaires importants pour la 

viabilité et l’activité d’une cellule bactérienne (Figure I.1.28). 
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Figure I.1.28 : Exemples de paramètres cellulaires évalués à l’aide de marqueurs fluorescents 

physiologiques et taxonomiques (Rault 2009). 

1.4.2.3.1 Evaluation de l’intégrité membranaire : une estimation de la mortalité 
cellulaire 

 
La mortalité cellulaire est assimilée à l’évaluation de l’intégrité membranaire, propriété 

indispensable à la survie cellulaire. Lorsque cette intégrité est compromise, la membrane devient 

perméable à l'iodure de propidium (IP), un intercalant qui se complexe avec les acides nucléiques 

(Nocker et al. 2006). Si le marqueur est intercalé entre les brins d'ADN et d'ARN, cela provoque 

une fluorescence rouge après excitation à 488 nm (Figure I.1.29). Les bactéries marquées à l’IP 

sont donc considérées comme « mortes ». En revanche, dans le cas de cellules dont la membrane 

est intègre, l’IP ne peut pas pénétrer et aucune fluorescence n’est détectée. 

 

IP Membrane endommagée

488 nm

630 nm (rouge)

IP IP   +   ADN

 
Figure I.1.29 : Mode de fonctionnement du marqueur iodure de propidium (IP) 
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1.4.2.3.2 Mesure de l’activité estérasique : une estimation de la viabilité cellulaire 
 

La mesure d’activités enzymatiques au sein de la cellule constitue un indicateur de viabilité 

reconnu par la communauté. En effet, celle-ci permet d’étudier la capacité d’une cellule à 

synthétiser des enzymes et à les maintenir sous leur forme active. L’activité estérasique, présente 

dans toutes les cellules, est ainsi largement utilisée pour caractériser l’activité enzymatique 

cellulaire globale, grâce à l’utilisation de fluorochromes tels que les dérivés du diacétate de 

fluorescéine (FDA) ou du diacétate de carboxyfluorescéine (cFDA) (Breeuwer and Abee 2000). 

Les estérases sont des enzymes présentes en très grand nombre dans les cellules et qui jouent de 

nombreux rôles au niveau métabolique. Si elles sont actives, on considère que les cellules ont une 

activité métabolique, et donc qu’elles sont « viables ». L’un des ces fluorochromes, la 

carboxyfluorescéine diacétate (cFDA), est un précurseur non fluorescent qui diffuse passivement à 

travers la membrane cellulaire. Si les estérases de la cellule sont actives, elles vont hydrolyser le 

cFDA qui va alors se cliver et former de la carboxyfluorescéine (cF). Après une excitation à 488 

nm, ce composé fluoresce dans le vert, et est détecté à une longueur d'onde de 530 nm. Dans le cas 

contraire, si l'activité estérasique des cellules est nulle, sous-entendant une absence d’activité 

métabolique basale, le cFDA n’est pas clivé et aucune fluorescence n’est détectée : les bactéries 

sont alors considérées comme « non viables ». Ce marquage est donc basé sur la présomption que 

seules les cellules ayant une membrane intacte et une activité estérasique sont capables 

d’internaliser et de retenir ce fluorochrome (Breeuwer et Abee, 2000). 

cFDA

cFDA Estérases
fonctionnelles

cF

488 nm

cF

530 nm (vert)

 
Figure I.1.30 : Mode de fonctionnement du marqueur carboxyfluorescéine diacétate (cFDA)  
 

1.4.2.3.3 Estimation du stress oxydatif : détection de l’anion superoxyde OH. 

 
Les bactéries lactiques tolèrent de petites quantités d’oxygène, mais de trop grandes teneurs 

peuvent leur être néfastes. L’apparition d’un stress de type oxydatif est ainsi régulièrement 

impliquée dans la perte de viabilité des micro-organismes, en particulier anaérobies. Celui-ci est 

dû à l’apparition de formes réactives de l’oxygène (ROS), dont les principales sont le péroxyde 

d’hydrogène (H2O2), l’anion superoxyde (O2-), et le radical hydroxyle (OH●). Comprenant un ou 

plusieurs électrons non appariés, ces ROS ont un potentiel d’oxydation capable de perturber la 
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physiologie cellulaire et de générer une toxicité. Le système le plus efficace d’élimination des 

ROS est l’activation d’enzymes, comme la catalase dans le cas du H2O2, mais dont les bactéries 

lactiques sont déficientes. Elles possèdent en revanche une peroxydase, moins efficace que la 

catalase (Doleyres 2003). Chez L. reuteri, la présence d’une NADH oxydase pourrait provoquer 

l’apparition de ROS par les réactions suivantes (van Niel et al. 2002) : 
 

NADH + H+ + O2  NAD+ + H2O2 

NADH + 2 O2  NAD+ + H+ + 2 O2
- 

 
Parmi les différentes méthodes utilisées pour détecter les ROS,  l’utilisation de marqueurs 

fluorescents présente l’intérêt d’être simple de mise en œuvre et rapide. Le principe de ces 

marqueurs repose sur le fait qu’ils contiennent un groupement « dihydro » pouvant être oxydé par 

les espèces réactives de l’oxygène, pour libérer ensuite in vivo une molécule fluorescente 

détectable. Plusieurs marqueurs sont utilisés pour détecter les ROS. Il s’agit de l’hydroéthidine 

(HE ou dihydroéthidium, DHE) pour la détection des anions superoxydes ou de la 

dichlorodihydrofluorescéine (H2DcFDA) pour la détection de l’H2O2 intracellulaire (Gomes et al. 

2005). Ce marqueur, dérivé de la fluorescéine, pénètre facilement dans la cellule où il est 

désacétylé par les estérases pour former de la dichlorodihydrofluorescéine (H2DcF). Celle-ci est 

oxydée en présence des peroxydases par l’H2O2 généré par le stress oxydatif. Le résultat de cette 

oxydation donne de la dichlorofluorescéine (DCF), qui fluoresce en vert (λ = 525 nm) après 

excitation à 488 nm (Figure I.1.31). Dans le cas du DHE, celui-ci est clivé en présence d’O2
- pour 

former le cation éthidium (E+) fluorescent dans le rouge après excitation à 488 nm. Ces différents 

marqueurs permettent donc la détection des cellules stressées oxydativement, c'est-à-dire 

présentant une forte quantité de ROS intracellulaire sous la forme d’H2O2 ou d’O2
-. 

 

 
Figure I.1.31 : Mode de fonctionnement du marqueur dichlorodihydrofluorescéine (H2DcFDA), ici noté 

DCFH-DA et exemples de marqueurs utilisés pour la détection des différents ROS existant. 
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Ces méthodes ont été appliquées avec succès à la détection de la formation de différents 

ROS chez des bactéries lactiques : H2O2 (Lactobacillus bulgaricus, Rault 2009) et O2
-  

(Lactococcus lactis, Velly 2014). 
 

1.4.2.3.4 Estimation du pH intracellulaire 
 

Les bactéries lactiques, en conditions optimales, maintiennent leur pH intracellulaire (pHi) à 

une valeur toujours supérieure au pH extracellulaire (pHe), afin de se protéger de l’acidification 

qui leur est défavorable. Ce gradient de pH (ΔpH = pHi-pHe), ainsi que leur potentiel de 

membrane (Δψ), constituent, de plus, une force proton motrice (fpm) nécessaire à différents 

mécanismes nécessitant de l’énergie, tels que l’incorporation des acides aminés et des sucres, la 

synthèse d’ATP ou l’excrétion de certaines molécules (Breeuwer and Abee, 2000). Chez les 

bactéries lactiques, une corrélation entre la diminution du pHi et la perte de viabilité a notamment 

déjà été rapportée (Rechinger et Siegumfeldt, 2002). La mesure du pHi est donc intéressante pour 

la détection d’un éventuel stress cellulaire.  

Les principales sondes fluorescentes pH-dépendantes permettant de mesurer le pHi chez 

les micro-organismes sont des dérivés de la fluorescéine (F), de la carboxyfluorescéine (cF) ou 

encore du 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein (BCEF) (Breeuwer et Abee, 

2004) (Tableau I.1.9). Incorporés dans le cytoplasme, les précurseurs non fluorescents de ces 

molécules sont hydrolysés par les estérases intracellulaires, ce qui libère les fluorochromes dont la 

fluorescence est pH-dépendante. La quantification de la fluorescence conduit à une évaluation du 

pH intracellulaire. La carboxyfluorescéine succinimidyl ester (cF-SE) est une sonde fluorescente 

dérivée du cF, qui agit selon le même principe. Son précurseur non fluorescent, facilement 

incorporé dans les cellules, est le cFDA-SE. Ce marqueur fluorescent a été utilisé avec succès 

pour déterminer le pH intracellulaire de nombreux micro-organismes (Tableau I.1.9, Rault 2009). 

Tableau I.1.9 : Marqueurs permettant l’estimation du pHi et micro-organismes testés (Rault 2009). 
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Résumé de la première partie : 
 

L’acide 3-hydroxypropionique, isomère de l’acide lactique, constitue un synthon 

d’intérêt. En effet, la présence d’un groupement carboxyle et d’un groupement 3-hydroxyle 

lui confère une forte réactivité chimique, permettant la synthèse de matériaux polymères 

(poly-hydroxypropanoates) et de nombreux dérivés chimiques (acide acrylique, acrylamide, 

polyacrylates). Le 3-HP bio-sourcé fait également partie de la liste des 10 synthons ciblés par 

le Department Of Energy américain et les opportunités de croissance du marché sont 

significatives.  

Étant donnés les problèmes, notamment environnementaux, posés par la synthèse de 3-

HP par voie chimique, la production par voie biotechnologique constitue une option 

intéressante dans un contexte de développement durable. Parmi les micro-organismes 

identifiés comme producteurs de 3-HP, les bactéries lactiques du genre Lactobacillus ont 

montré les résultats les plus intéressants avec le glycérol comme substrat de départ, même si 

les titres et rendements obtenus sont encore faibles. Des micro-organismes génétiquement 

modifiés (E. coli et K. pneumoniae principalement, S. cerevisiae plus récemment) ont 

également été développés pour tenter d’optimiser cette production par voie 

biotechnologique, mais leur utilisation pose des problèmes (hôte pathogène, incapacité à 

synthétiser des coenzymes nécessaires au fonctionnement des enzymes de la voie de 

biosynthèse…). 

L. reuteri n’étant pas capable de croître sur glycérol, un procédé séquentiel a été 

décrit : (i) production de biomasse par fermentation de sucres ; (ii) production de 3-HP par 

bioconversion du glycérol, permettant de s’affranchir de la présence de co-produits excrétés 

lors de la croissance. Cependant, plusieurs verrous restent à lever, en lien avec l’activité 

antimicrobienne du 3-HP et du 3-HPA sur les bactéries productrices et avec le rendement de 

conversion insuffisant (présence de co-produits, problème de régénération des cofacteurs 

d’oxydoréduction et de la vitamine B12). L’intégration du procédé de production à un 

procédé de séparation (démarche d’In Situ Product Recovery) constitue une approche 

intéressante pour lever une partie des inhibitions provoquées par les molécules synthétisées, 

et récupérer le 3-HP en continu dans le milieu de bioconversion. 
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2 – Extraction sélective in situ des acides organiques en milieu aqueux 
 

Le choix du principe d’extraction du 3-HP repose sur la connaissance des propriétés de cette 

molécule, dans son environnement aqueux. Le tableau I.1.1 présenté précédemment montre que 

celle-ci est de nature polaire, non volatile et de faible masse molaire. Son appartenance à la famille 

des acides organiques va orienter le choix du procédé de récupération, notamment par analogie 

avec les procédés décrits dans la littérature pour son isomère de position, l’acide lactique (2-HP). 

Ce choix doit également prendre en compte la présence éventuelle d’autres molécules dans le 

milieu. Dans le cas du 3-HP, le procédé doit donc être sélectif pour l'acide par rapport au glycérol, 

au 3-HPA et au 1,3-PDO. 

2.1 Extraction in situ de molécules d’intérêt 
 

2.1.1 Impact de l’ISPR  
 

Le développement d’une technologie ISPR au sein d’un bioprocédé n’a de sens que si le 

produit d’intérêt est inhibiteur et/ou instable. Dans ces deux cas de figure, l’ISPR peut conduire à 

une amélioration des performances en termes de titre final, de productivité et de rendement 

(Tableau I.2.1). En fonction des propriétés physico-chimiques de la molécule à extraire, les 

technologies les plus adaptées varient. De même, la configuration dans laquelle est réalisée l’ISPR 

est un paramètre important à prendre en compte.  
 
Tableau I.2.1 : Bénéfices et impacts potentiels de l’ISPR en mode batch (d’après Lye and Woodley 1999) 

Avantages Conséquences dans la mise en œuvre

Augmentation du titre en produit
Réduction du volume du réacteur

Extraction facilitée
Augmentation du rendement sur substrat Réduction du coût en substrat

Augmentation du rendement sur bioacatalyseur Réduction du coût en biocatalyseur

Augmentation de la productivité Réduction du volume du réacteur 
Diminution du temps de process  

 
Les avantages liés à la mise en œuvre de d’approches de type ISPR dans le cas de 

l’extraction de composés toxiques produits en cours de fermentation ont notamment été soulignés 

dans de nombreuses études. Une augmentation de la productivité volumétrique (x 2,5) et du titre 

final en produit (x 4) a ainsi été rapportée dans le cas de la fermentation alcoolique (Christen et al. 

1990). Une augmentation du rendement et de la concentration finale en acide lactique a également 

été mentionnée dans le cas de l’acide lactique produit par fermentation extractive, en comparaison 

aux techniques conventionnelles de fermentation (Xavier et al. 1995). L’effet de la détoxification 

du milieu par récupération de molécules toxiques à l’aide de membranes d’ultrafiltration a 
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également été démontré dans le cas de la production d’acide propionique (productivité 

volumétrique multipliée par 8 en fed-batch, Boyaval et al. 1994). 
 

2.1.2 Choix de la technique d’ISPR en fonction de la molécule à extraire 
 

Les procédés ISPR sont classés en différentes catégories, en fonction des produits extraits et 

de leurs applications. Le choix de la technique est donc basé sur les caractéristiques physico-

chimiques de la molécule d’intérêt mais aussi sur la configuration potentielle de l’ensemble du 

procédé unitaire. Il convient également de s’intéresser aux contraintes économiques, 

environementales et aux limitations légales, la technique développée devant être viable sur le plan 

économique et compétitive par rapport aux techniques existant déjà.  

Dans leur revue, Stark et von Stockar (2003) ont classé les différentes techniques d’ISPR 

(évaporation, extraction, perméation, méthodes chromatographiques) en fonction des produits 

d’intérêt à extraire. Pour cela, ils se basent essentiellement sur les travaux de Freeman (Freeman et 

al. 1993), qui propose cinq propriétés principales pour décider de la technique ISPR à adopter. 

Ainsi, le caractère volatil, l’hydrophobicité, la taille, la charge (positive, négative ou neutre) et les 

propriétés spécifiques de liaison et interactions propres à chacune des molécules à extraire 

permettent de les classer en fonction de la technique d’ISPR appropriée. Du fait de la grande 

diversité des techniques d’ISPR existantes, de nombreux produits et molécules sont compatibles 

avec une extraction in situ. Bien souvent, plusieurs méthodes successives seront nécessaires à la 

réussite de l’extraction. De même, dans la plupart des cas, il existe toute une variété de techniques 

pour extraire une molécule donnée. Un arbre de décision concernant la technique à adopter en 

fonction de la volatilité et de la charge a ainsi été proposé pour l’extraction d’acides organiques 

(Figure I.2.1, van Hecke et al. 2014).  

Dans le cas des acides organiques, les techniques ISPR les plus employées sont 

l’électrodialyse et l’échange d’ions, du fait que la plupart des fermentations sont conduites à un 

pH supérieur au pKa. Les acides sont donc obtenus sous forme chargée, condition requise pour 

leur extraction. Dans le cas des fermentations à faible pH, l’adsorption et l’extraction constituent 

les techniques les plus appropriées. Cependant, le choix de la technique à utiliser dépend non 

seulement des caractéristiques physico-chimiques de la molécule cible mais également des 

conditions environnementales (concentration de l’acide dans le milieu, présence d’autres 

molécules, conductivité…). 
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Figure I.2.1 : Arbre de décision pour la sélection de la technique ISPR à adopter en fonction de la volatilité 

et de la charge de l’acide (d’après van Hecke et al. 2014).  

Stark et von Stockar ont ainsi étudié l’utilisation des différentes technologies ISPR entre 

1979 et 1999. Durant cette période, plus d’un tiers des applications concerne la production de 

solvants organiques tels que l’éthanol (70 % de ces solvants), le butanol, le propanol ou l’acétone. 

La deuxième catégorie des produits impliqués dans des procédés ISPR sont les acides organiques, 

et en particulier les acides lactique (55 % des acides organiques), acétique, propionique et 

butyrique. Les autres applications liées à l’utilisation de cette technologie sont relatives à la 

production d’arômes, de métabolites secondaires et d’enzymes variés (Stark and von Stockar, 

2003). Une étude récente a également recensé entre 2003 et 2014 les différents travaux (environ 

140 articles) publiés concernant des couplages entre fermentations et technologies ISPR (van 

Hecke et al. 2014). La contribution de chaque catégorie de produits dans ces études est synthétisée 

dans la figure I.2.2. Sur cette période, environ 32 % des travaux concernent la production 

d’alcools et de solvants, 21 % celle d’acides organiques et 46 % celle d’arômes, parfums et autres 

produits. 
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Figure I.2.2 : Contribution totale de chaque catégorie de produit extrait par ISPR entre 2003 et 2014 (van 

Hecke et al. 2014) 

Dans un panorama récent des produits et technologies de rupture dans les biotechnologies 

industrielles à l’horizon 2021 (Ferreira, 2011), les prédictions concernant la prochaine décennie 

font état d’une forte croissance dans la production d'acides organiques comme les acides lactique,  

acétique, succinique et acrylique. Dès lors, on peut supposer que le marché du 3-HP, directement 

lié à celui de l’acide acrylique (production estimée à 4,5 millions de tonnes en 2015, Ferreira, 

2011) est amené à évoluer selon des trajectoires similaires. Une étude récente (Choi et al. 2015) 

prévoit même une production annuelle de 3-HP de 8 millions de tonnes à l’horizon 2020. La 

problématique de la production et de l’extraction couplée de cette molécule plate-forme devient 

donc une voie intéressante à explorer. Les technologies d’ISPR constitueraient alors une réponse 

adaptée, tant du point de vue de la faisabilité technique que du contexte applicatif. 

2.1.3 Configurations possibles de l’ISPR 
 

Le succès d’un procédé ISPR ne dépend pas uniquement du choix de la technique de 

séparation mais aussi et surtout de la configuration entre bioréacteur, unité de séparation et mode 

opératoire (culture en batch, fed-batch ou en continu). Plusieurs études et revues ont étudié 

l’impact de ces différents paramètres sur l’extraction (Lye and Woodley 1999, van Hecke et al. 

2014). Il existe deux approches pour récupérer un produit dans un milieu de fermentation : le 

« end-of-pipe » et le « slip-stream » (Vane 2008). Dans le cas de l’approche « end-of-pipe » 

l’étape de séparation s’effectue en aval de l’étape de production de la molécule d’intérêt. C’est 
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notamment le cas lors de la production d’éthanol. A l’inverse dans le cas de l’approche « slip-

stream », le milieu de fermentation ne quitte pas le bioréacteur ou y revient après une boucle 

d’extraction, puisque la séparation est réalisée de manière concomitante à la fermentation. Cette 

approche est également connue sous le nom de fermentation extractive et est très souvent utilisée 

dans le cas de la production d’acides organiques, notamment en raison de l’inhibition provoquée 

par ceux-ci. On distingue d’ailleurs deux types de fermentation extractive : in situ (à l’intérieur du 

bioréacteur) et ex situ lorsque le milieu circule en boucle dans une unité de séparation externe.  

La figure I.2.3 représente les différentes configurations possibles d’ISPR à partir de deux 

principaux critères : extraction interne ou externe, contact direct ou indirect. Ainsi, un contact 

direct (Configurations 1 et 3) entre les bactéries et un solvant organique peut conduire à un effet 

inhibiteur et toxique sur les cellules (Wasewar et al. 2004). De plus, la stabilité du procédé est 

réduite en cas de contact direct avec la phase de séparation. La position de l’unité de séparation 

par rapport au bioréacteur impacte également l’efficacité du procédé, la séparation pouvant 

s’effectuer directement dans le fermenteur (Configurations 1 et 2) ou au moyen d’un passage par 

une boucle externe (Configurations 3 et 4). Pour réduire la toxicité de la phase de séparation à 

l’intérieur du réacteur, un contact indirect peut être réalisé par utilisation d’une membrane interne 

(Configuration 2b), ou par immobilisation des cellules sur une matrice (Configuration 2a). Ces 

deux méthodes sont également utilisées pour obtenir un contact indirect lors d’une extraction en 

externe (Configurations 4a et 4b). Les études focalisées sur l’extraction d’acides organiques 

produits par fermentation ont ainsi montré que l’ensemble de ces configurations avaient été 

utilisées de façon équitable entre 2003 et 2014 (Annexe 3).  

Yabannavar et Wang (1991a) ont testé la configuration 4b pour étudier l’extraction réactive 

de l’acide lactique, et ont immobilisé les cellules afin de réduire la toxicité liée à un contact direct. 

Harrington et Hossain (2008), ont eux testé la configuration 4a, en employant une membrane 

poreuse à fibres creuses pour l’extraction de l’acide lactique. Il se révèle donc souvent nécessaire 

de réduire les interactions entre micro-organismes et phase extractante. Cependant, les membranes 

sont susceptibles de s’encrasser, et l’immobilisation n’est pas toujours assez efficace. Il peut donc 

s’avérer nécessaire d’ajouter une étape de clarification, située en amont de l’unité de séparation 

(Configuration 4c). Il est également important de préciser que l’ensemble de ces configurations 

peuvent être réalisées tant en batch qu’en fed-batch ou culture en continu. La capacité à combiner 

à la fois la fermentation et l’extraction dans un procédé continu constitue l’un des avantages 

majeurs de l’ISPR en termes de productivité. 
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Figure I.2.3 : Configurations possibles en ISPR (Stark and von Stockar, 2003) 
 

Concernant la période 2003-2014, une grande majorité des études concerne une 

configuration en interne avec contact direct, contre seulement 35 % en externe (Figure I.2.4, van 

Hecke et al. 2014).  
 

 
Figure I.2.4 : Nombre d’articles répertoriés dans la littérature entre 2003 et 2014 en fonction de la 

configuration ISPR adoptée (ID – interne direct, II – interne indirect, ED – externe direct, EI – externe 

indirect) (van Hecke et al. 2014) 
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2.2 Procédés de séparation pour la récupération des acides carboxyliques 
 

2.2.1 Précipitation aux sels de calcium 
 

Environ 90 % de l’acide lactique produit à l’échelle industrielle l’est par fermentation 

(Joglekar et al. 2006, Choi et al. 2015). Cependant, le procédé classique d’extraction de l’acide 

lactique à partir du milieu de fermentation présente certains inconvénients. Celui-ci est basé sur la 

précipitation de l’acide sous forme de sel de calcium lors de l’addition de carbonate de calcium 

(CaCO3) ou d’hydroxyde de calcium (Ca(OH)2) dans le milieu. Après filtration, le solide est 

récupéré et réacidifié à l’acide sulfurique (H2SO4). Si ce procédé permet bien l’extraction de 

l’acide lactique, il est générateur d’une quantité semblable de déchets sous forme de sulfate de 

calcium et pose un problème environnemental (Kertes and King 1986, Hong et al. 2001). De plus, 

l’acide lactique obtenu par cette technologie n’est pas pur (impuretés colorées, sucres, autres 

acides organiques…) qui vont nécessiter de nouvelles étapes de purification représentant un coût 

important (Joglekar et al. 2006).  

2.2.2 Distillation extractive 
 

Il est possible d’obtenir de l’acide lactique d’une grande pureté par estérification de l'acide 

lactique brut avec des alcools, suivie d’une distillation de l'ester obtenu et hydrolyse de l'ester de 

lactate distillé pour former l'alcool correspondant et de l’acide lactique (Cockrem and Johnson 

1993). L'estérification constitue le seul procédé permettant de séparer l'acide lactique d'autres 

acides organiques (Joglekar et al. 2006). Le procédé comprenant la distillation réalisée de manière 

simultanée avec l’estérification de l’acide et l’hydrolyse de l’ester après distillation est appelé 

distillation extractive (Kim et al. 2000, Sun et al. 2006). Cependant, ce type de séparation 

nécessite de prétraiter le milieu de fermentation de manière à éliminer les nombreuses impuretés 

présentes en solution (résidus de sucre, pigments…), principalement par des techniques 

membranaires (microfiltration, ultrafiltration, osmose inverse…).  

2.2.3 Chromatographie  d’échange d’ions 
 

La chromatographie d’échange d’ions met en œuvre un support solide chargé sur lequel 

l’acide organique s’adsorbe par affinité. Les acides sous forme dissociée sont ainsi transférés de 

manière sélective depuis la phase liquide jusqu’à la surface de particules solides et insolubles en 

suspension dans une colonne. Ces techniques ont notamment été utilisées avec succès pour 

l’extraction de différents acides organiques en milieux complexes (acide succinique, Zeikus et al. 

1999, acide acétique, Chandel et al. 2007). 
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L’utilisation de résines poreuses échangeuses d’anion pour l’extraction de l’acide lactique a 

déjà montré son efficacité dans différentes études (Hong et al. 2001, Joglekar et al. 2006). 

L’efficacité de l’échange dépend de deux paramètres : la concentration des ions en solution et 

l’affinité de ces ions pour la phase non soluble (Alexandratos 2009). Étant donné que la 

fermentation lactique se déroule le plus souvent à un pH 5-6, supérieur au pKa de l’acide lactique 

(3,86), une des stratégies d’extraction couramment employée est l’utilisation de résines 

échangeuses d’anions (Joglekar et al. 2006). Dans les faits, parmi toutes les résines testées, les 

résines échangeuses d’anions Amberlite IRA-400 et IRA-92 sont celles qui ont montré les 

résultats les plus encourageants au regard d’une utilisation à l’échelle industrielle. Celles-ci 

présentent en effet une forte capacité d’adsorption pour l’acide lactique, sont utilisables sur une 

large gamme de pH (0 à 14, Mustafa et al. 2010), possèdent une durée de vie importante, sont 

facilement régénérables et peuvent être couplées à la fermentation (Joglekar et al. 2006). Cette 

approche est donc cohérente avec une démarche d’ISPR mais présente cependant certains 

inconvénients. En effet, ce procédé nécessite la régénération des résines par des bases fortes 

(NaOH ou KOH), ce qui conduit à une augmentation des coûts et de l’impact environnemental 

(Joglekar et al. 2006). De plus, dans le cas d’un milieu complexe de fermentation, d’autres acides 

carboxyliques peuvent être retenus sur la résine en plus de l’acide lactique, ce qui impliquera 

nécessairement des étapes additionnelles de purification. Il s’avère également souvent nécessaire 

de clarifier le milieu, ses constituants pouvant encrasser les résines 
 

2.2.4 Électrodialyse 
 

L’électrodialyse est un procédé de séparation utilisé pour extraire sélectivement des ions 

présents en solution vers une autre solution via une membrane échangeuse d’ions sur la base d’une 

différence de potentiel électrique. Ses principales applications sont le dessalement d’eau de mer ou 

de lactosérum, la purification de glycérol et l'extraction d’acides organiques produits par 

fermentation tels que l’acide lactique (Kim and Moon 2001, Habova et al. 2004), l’acide acétique 

(Wang et al. 2011a), l’acide citrique (Wang et al. 2011a), l’acide gluconique (Wang et al. 2011b)  

et l’acide succinique (Groot 2011). 

L’électrodialyse constitue une technique membranaire longtemps considérée comme 

prometteuse dans le cadre d’un procédé de type ISPR pour l’extraction de l’acide lactique du 

milieu de fermentation. Cette dernière peut être intégrée à un procédé continu et est compatible 

avec les pH du milieu de fermentation (Joglekar et al. 2006). La littérature décrit l’extraction de 

l’acide lactique par un processus en deux étapes distinctes. Au cours de la première étape, les sels 
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de lactate issus du milieu de fermentation sont purifiés et concentrés par des procédés traditionnels 

d’électrodialyse. Dans un deuxième temps, ces sels sont convertis en acide lactique par 

décomposition de l’eau (H2O  H+ + OH-). Cependant, afin de ne pas encrasser les membranes 

(présence de cellules ou de pigments pouvant être adsorbés sur les membranes et diminuer leur 

efficacité), un prétraitement du milieu de fermentation préalable à l’électrodialyse est nécessaire 

(microfiltration, ultrafiltration, osmose inverse). Cette technique est également très coûteuse d’un 

point de vue énergétique (Habova et al. 2004) et nécessite une conductivité électrique importante 

et donc une forte concentration en acides dans le milieu (plusieurs dizaines de g.L-1), ce qui n’est 

pas compatible avec les performances attendues dans le cas de la production de 3-HP par L. 

reuteri. 

2.2.5 Extraction liquide/liquide réactive  
 

L’extraction liquide-liquide, également appelée extraction par solvant, constitue également 

un procédé de séparation conventionnel, dans lequel un ou plusieurs solvants sont utilisés pour 

extraire un composé d’intérêt d’une phase liquide vers la phase contenant le solvant. Cette 

technique est notamment utilisée pour l’extraction ciblée d’acides organiques présents dans des 

milieux de fermentation (acides malique, lactique et succinique, Oliveira et al. 2012). Cependant, 

les acides organiques étant peu ou pas solubles dans des solvants organiques, des extractants sont 

souvent ajoutés afin de favoriser l’extraction (Wasewar et al. 2004). 
 

L’acide lactique étant peu soluble en phase organique (Log Ko/w = -0,65), un procédé 

d’extraction réactive liquide-liquide a ainsi été proposé et étudié. Cette technique est basée sur la 

capacité d’une molécule extractante présente dans la phase organique à former de façon sélective 

un complexe avec la molécule cible, ce qui conduit à son transfert dans la phase organique. Une 

fois extrait en phase organique, le complexe doit subir une dissociation afin de récupérer la 

molécule cible. La phase extractante sera ainsi régénérée et réutilisée pour de nouvelles 

extractions (Hong et al. 2001). Cette technique peut être utilisée en circuit fermé, ce qui constitue 

un avantage dans une démarche de procédé de type ISPR (Wasewar et al. 2004). Cependant, la 

plupart des extractants sont efficaces à faibles pH, à l’inverse des micro-organismes utilisés pour 

les fermentations (pH 6-7). De plus, la formation d’émulsions stables entre les deux phases a 

également été mentionnée (Bar, 1988). Enfin, en raison de leur viscosité importante et de leur 

forte toxicité, la solvatation des extractants dans un diluant est souvent nécessaire. La qualité de 

l’extraction est alors dépendante du couple extractant / diluant. 
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Pour pallier ces problèmes, l’utilisation de contacteurs à membranes poreuses apparait 

comme une solution d’intérêt, de par la possibilité de stabiliser l’interface entre phase aqueuse et 

solvant organique et donc d’éviter la formation d’émulsions (Tong et al. 1999). Les cellules sont 

également protégées d’un contact direct avec la phase extractante, du fait d’une taille de pore 

inférieure à la taille des micro-organismes au niveau du contacteur. Une clarification du milieu de 

fermentation n’est plus nécessaire. Grâce à l’utilisation de modules à fibres creuses, une surface 

d’échange spécifique élevée est offerte, augmentant ainsi l’efficacité de l’extraction (Huang et al. 

2004, Harrington and Hossain 2008). Enfin, l’intégration dans un procédé continu est facilitée du 

fait de la flexibilité de cette technique. Les principes de l’extraction réactive et de l’extraction 

réactive assistée par contacteur à membrane (ERCM) seront traités de manière plus détaillée dans 

la partie 2.3 de ce chapitre. 
 

Concernant les acides organiques produits par fermentation (en mode batch, fed-batch ou 

continu) et extraits entre 2003 et 2014 (Annexe 3), ils sont le plus souvent récupérés par 

électrodialyse et chromatographie d’échanges d’ions, même si l’extraction liquide-liquide ou la 

cristallisation ont également été utilisées. Les fortes concentrations en acides obtenues peuvent 

ainsi expliquer l’utilisation récurrente de l’électrodialyse, du fait d’une conductivité électrique 

suffisante. Pendant cette période, même si l’extraction de nombreux acides a été étudiée, les 

travaux concernant l’acide lactique sont majoritaires. Pour conclure, le tableau I.2.2 récapitule les 

différentes techniques compatibles à une approche de type ISPR pour la récupération d’acides 

organiques en milieu aqueux, en se restreignant à l’exemple de l’acide lactique, isomère de 

position du 3-HP. 
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Tableau I.2.2 : Comparaison des différentes techniques d’extraction des acides carboxyliques trouvées dans la littérature à travers l’exemple de l’acide lactique 

Types de procédés d'extraction Principe de séparation Avantages Inconvénients Sources

Précipitation aux sels de 
calcium

Précipitation aux sels de calcium
avec Ca(OH)2 ou CaCO3 puis
réacidification avec H2SO4

+ Procédé simple et efficace  - Génération importante de déchets (sulfate de calcium)
- Étape de séparation nécessaire en aval

Hong et al.  (2001)
Wasewar et al. (2004)

Distillation extractive -Estérification de l'acide
- Distillation et hydrolyse de l'ester

+ Procédé bien connu
+ Procédé efficace

+ Produit obtenu très pur
+ Séparation de l'acide lactique des autres acides

- Formation d'esters, dimères et polymères
- Couteux en énergie (évaporation de l'eau)

- Peu de flexibilité

Cockrem and Johnson (1993)
Kim et al. (2000)

Wasewar et al . (2004)
Joglekar et al.  (2006)

Sun et al.  (2006)

Adsorption / Échange d'ions
Utilisation d'une résine échangeuse

d'anions pour capter l'acide

+ Favorable à des pH importants
+ Procédé sur et efficace

+ Durée de vie importante
+ Utilisable à grande échelle

- Peu adapté à des conditions de fermentations 
(pH entre 5 et 7)

- Régénération de la résine
- Flux de déchet important

- Peu spécifique

Hong et al.  (2001)
Wasewar et al.  (2004)
Joglekar et al.  (2006)
Alexandratos (2009)
Wang et al. (2011)

Électrodialyse

Première étape : purification et 
concentration des sels de lactate 
issus du milieu de fermentation

  Seconde étape :  conversion des 
sels en acide lactique par 

décomposition de l’eau 

+ Séparation et concentration de l'acide de façon
simultané

+ Compatible avec les pH des milieux de 
fermentation

- Nécessite une concentration en acide importante
- Couteux en énergie
- Faible productivité

- Nécessite un prétraitement

Kim and Moon (2001)
Hong et al. (2001)

Wasewar et al.  (2004)
Habova et al.  (2004)
Wang et al.  (2011)

Extraction L/L réactive

Réaction entre une molécule 
extractante en phase organique et 

la molécule à extraire en phase 
aqueuse

+ Forte sélectivité pour l'acide
+ Possible à faible concentration

+ Peu de déchets générés
+ Peu coûteux

+ Bon rendement d'extraction
+ Possibilité de back-extraction et régénération

de la phase organique simple
+ Bonne productivité

- Utilisation d'extractants toxiques
et efficaces à faibles pH

- Utilisation de solvants organiques
- Ectraction dispersive

- Formation d'émulsions

Bar (1988)
Tong et al.  (1999)
Hong et al. (2001)

Wasewar et al.  (2004)

ERCM Extraction L/L réactive avec mise 
en contact par une membrane

+ Extraction non dispersive
+ Emulsions évitées
+ Toxicité diminuée

+ Surface spécifique d'échange
très importante

+ Processus flexible et peu couteux

- Possibiité d'encrassement des membranes
- Difficulté de lavage et stérilisation

Tong et al.  (1999)
Hong et al.  (2001)

Wasewar et al.  (2004)
Huang et al.  (2004)

Joglekar et al.  (2006)



72 

 

2.3 Extraction liquide-liquide réactive 
 

2.3.1 Propriétés et critères de choix des molécules extractantes 
 

Le rôle premier d’un extractant est d’augmenter de façon sélective le coefficient de 

distribution (KD) de la molécule d’intérêt (ici un acide organique, sous sa forme dissociée, A-, 

ou non dissociée, HA) en faveur de la phase organique (org) par rapport à la phase aqueuse 

(aq) (Figure I.2.5). Ce coefficient est défini de la façon suivante : 

 

Le choix de l’extractant pour un procédé d’extraction liquide-liquide constitue une étape 

cruciale pour réaliser une extraction efficace. Ce choix repose en particulier sur des 

considérations physico-chimiques (coefficient de distribution élevé vis-à-vis du soluté à 

extraire, faible solubilité ou immiscibilité avec l’eau, viscosité faible, stabilité physico-

chimique, faible toxicité), tout en tenant compte des critères économiques (Wasewar et al. 

2004). 

Tableau I.2.3 : Avantages et inconvénients des différents types de molécules extractantes 

Nature de l'extractant Exemples Type de liaison avec l'acide Avantages Inconvénients

C-O
cétones (MIBK)

alcools (octanol, décanol…)
éthers

Liaisons H / Extraction peu efficace

P-O TBP (Tributhylphosphate)
TOPO (Trioctylphosphine oxide)

Liaisons H Peu miscibles à l'eau
Bonne capacité de solvatation

Couteux

Amines primaires Octylamine Liaisons ioniques Forte affinité pour les acides carboxyliques
Peu couteuses

Solubles dans l'eau

Amines secondaires Dioctylamine Liaisons ioniques Forte affinité pour les acides carboxyliques
Peu couteuses

Formation d'amides

Amines tertiaires Alamine 336
TOA (Trioctylamine)

Liaisons ioniques Forte affinité pour les acides carboxyliques
Peu couteuses

Forte viscosité

Sels d'ammonium quaternaire Aliquat 336 Liaisons ioniques
Forte affinité pour les acides carboxyliques

Peu couteuses

Forte viscosité
Régénération difficile

Toxicité  

Trois principaux types d’extractants sont généralement utilisés en extraction réactive : 

(i) des extractants contenant de l'oxygène lié au carbone notés C-O tels que des alcools 

(octanol, décanol), des cétones (Méthyl-isobutyl-cétone MIBK) ou des éthers ; (ii) des 

extractants contenant du phosphore lié au carbone notés P-O tels que le tributylphosphate 

(TBP) ou la trioctylphosphine oxide (TOPO) ; (iii) des amines aliphatiques à longues chaines 

(Alamine, Trioctylamine, tridecylamine) et les sels d'ammonium quaternaires (Aliquat 336) 

(Tableau I.2.3, Kertes and King 1986, Hong et al. 2001, Joglekar et al. 2006). 
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Alors que les extractants contenant de l'oxygène lié au carbone (cétones, alcools, éthers) 

conduisent à de faibles coefficients de distribution (KD < 1) et sont donc peu efficaces pour 

l’extraction d’acides carboxyliques, les extractants contenant du phosphore lié au carbone 

(TBP et TOPO) montrent dans les mêmes conditions une meilleure capacité de solvatation de 

l’acide (Wasewar et al. 2004). Ces derniers sont également moins miscibles à l’eau que les 

extractants de type C-O. Bien que le TOPO présente une meilleure extractibilité que le TBP, 

les deux sont efficaces pour l’extraction d’acides carboxyliques (Wasewar et al. 2004). 

Phase organique

Phase aqueuse

HA

Extractant

Phase organique

Phase aqueuse

ExtractantHA

 

Figure I.2.5 : Principe de l’extraction liquide-liquide réactive d’un acide organique par utilisation 

d’un extractant dilué dans un solvant organique. L'interface séparant les deux phases est représentée 

schématiquement par une ligne "fictive" avec une séparation parfaite des phases 

L’utilisation d’amines aliphatiques de haut poids moléculaire lors de l’extraction 

réactive implique la formation de liaisons ioniques fortes entre les deux molécules. Ce type 

d’extractant a été décrit comme légèrement plus efficace que les P-O et moindre coût 

constitue un avantage à leur utilisation (Wasewar et al. 2004). De plus, leur forte affinité pour 

les acides leur confère une sélectivité pour ces derniers bien supérieure à celle pour les autres 

composés du milieu. Les amines primaires sont trop solubles dans l’eau pour être utilisées, et 

les amines secondaires, bien qu’efficaces pour l’extraction, peuvent, sous certaines conditions 

de température, conduire à la formation d’amides avec les acides carboxyliques, risquant de 

provoquer la perte de l’extractant et du produit d’intérêt. Les amines tertiaires à longues 

chaines carbonées, alliant une affinité élevée pour les acides organiques, due à leur forte 

basicité, ainsi qu’une faible solubilité dans l'eau, constituent donc les extractants les plus 

utilisés pour l’extraction réactive d’acides carboxyliques (Hong et al. 2001, Wasewar et al. 

2004).  
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La réaction ayant lieu entre l’acide carboxylique (HA) et l’amine tertiaire extractante 

(R3N) est assimilée à une réaction acido-basique (Hong et al. 2001, Tik et al. 2001, Wasewar 

et al. 2004). Différentes études ont montré que les amines tertiaires n’extrayaient que la forme 

non dissociée de l’acide (Kertes and King 1986, Tamada et al. 1990a et c) et n’étaient donc 

pas efficaces à pH > pKa (Yang et al. 1991). Le mécanisme réactionnel le plus souvent décrit 

dans la littérature est un mécanisme en deux étapes (Hong et al. 2001). Une réaction acido-

basique a d’abord lieu entre l’acide et l’amine tertiaire. L’amine récupère ainsi le proton de 

l’acide pour former un ammonium quaternaire chargé positivement (Wasewar et al. 2004). 

L’amine chargée positivement peut alors former une paire d’ions avec la base conjuguée de 

l’acide chargée négativement. La réaction peut être représentée de la façon suivante, les 

espèces présentes dans la phase organique étant surmontée d’une barre. 

 

 

 

 

Les ammoniums quaternaires réagissent avec la forme dissociée de l’acide par un 

mécanisme de type échange d’ions (anions en l’occurrence) qui dépend de la gamme de pH. 

Les réactions sont les suivantes :  

 

pH < pKa 
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pH > pKa 

 

 

 

L’extraction réactive implique non seulement des interactions entre l’acide et la 

molécule extractante mais aussi entre le complexe néoformé et le diluant utilisé pour 

solubiliser l’amine (Tamada et al. 1990a et c). En particulier, lorsque les extractants utilisés 

sont actifs (possèdent des groupements fonctionnels), la phase d'extraction est capable de se 

lier à l’acide au-delà de ce qui est nécessaire à la neutralisation stœchiométrique de l'amine 

(Kertes and King, 1986). Bien que la nature exacte des mécanismes chimiques réactionnels ne 

soit pas connue, certaines données suggèrent que la liaison hydrogène spécifique formée entre 

le proton du diluant et le complexe acide / amine pourrait expliquer le pouvoir de solvatation 

plus élevé de ces diluants (Tamada and King 1990). L’extraction réactive est donc un 

phénomène complexe influencé par divers facteurs, tels que la nature et la concentration, tant 

de l'acide que de la molécule extractante, le type du diluant, le pH initial de la solution 

aqueuse, la température. Le comportement du complexe formé à l’équilibre rend difficile la 

prédiction du coefficient de distribution (Tamada and King 1990). Il est donc important dans 

ce cas d’étudier la capacité du diluant seul à extraire la molécule d’intérêt de la phase 

aqueuse.  

Il a également été rapporté que l’utilisation combinée d’amines tertiaires et ammoniums 

quaternaires conduisait à une amélioration importante de l’extraction réactive de différents 

acides carboxyliques (Marinova et al. 2004, Marinova et al. 2005, Keshav et al. 2008b) et 

notamment de l’acide lactique (Kyuchoukov et al. 2001, Yankov et al. 2005, Harington and 

Hossain 2008, Hossain and Maisuria 2008). Différentes hypothèses ont été avancées pour 

expliquer l’origine de cette synergie : complémentarité des mécanismes d’extraction des deux 

amines (l’amine tertiaire extrairait d’abord à pH bas, puis l’ammonium quaternaire lorsque le 

pH remonte suite à l’extraction de l’acide, Kyuchoukov et al. 2001), stabilisation par 

l’Aliquat 336 du complexe acide-TOA formé, augmentation de l’hydrophobicité du complexe 

(Sarkar et al. 2014) mais les mécanismes précis ne sont toujours pas connus en détails. Les 

paramètres opératoires tels que le pH, la concentration en acide, la composition de la phase 

extractante (ratio amine tertaire/ammonium quaternaire) influent sur l’efficacité de 
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l’extraction en mélange synergique (Yankov et al. 2005, Hossain and Maisuria 2008, 

Harington and Hossain, 2008). Un phénomène de synergie a également été rapporté en 

combinant amines tertiaires et TBP dans le cas de l’acide lactique (Matsumoto et al. 2001, 

Matsumoto et al. 2003) et d’autres acides organiques (Keshav et al. 2008b). 

L’Annexe 4 répertorie la liste des différents acides organiques séparés par extraction 

réactive. Sur les 22 acides recensés, les études portant sur l’acide lactique sont de loin les plus 

nombreuses, même si de nombreux travaux se focalisent également sur les acides 

propionique, succinique, citrique et acétique. Si les premières études remontent au début des 

années 1990, l’utilisation de l’extraction réactive demeure très utilisée à l’heure actuelle pour 

la récupération d’acides organiques, comme en témoigne le nombre important de publications 

parues entre 2010 et 2015 sur le sujet (29 référencées en Annexe 4).  

2.3.2 Propriétés et critères de choix du diluant 
 

Souvent, les extractant purs ne peuvent être utilisés seuls dans un procédé d’extraction 

liquide-liquide, du fait notamment de leur forte viscosité et de leur faible capacité d’extraction 

en l'absence d'un solvant organique stabilisant le complexe extractant-acide (Yang et al. 1991, 

Honda et al. 1995, Labbaci et al. 2012, Kyuchoukov and Yankov 2012). 

(i) les diluants actifs : possédant un ou plusieurs groupements fonctionnels, qui jouent 

un rôle au niveau du transfert du soluté entre les phases en modifiant la capacité de 

l’extractant. Ils empêchent la formation d’une deuxième phase organique en solubilisant le 

produit de l’interaction extractant–soluté (Tong et al. 1998, Senol 2001), et permettent une 

bonne solubilisation, comme les alcools (Kertes and King 1986), les hydrocarbures halogénés 

ou encore les cétones ;  

(ii) les diluants inertes : utilisés essentiellement pour diluer l'extractant mais qui 

n’interviennent pas au niveau chimique pour influencer l’équilibre liquide-liquide (Sabolova 

et al. 2001, Senol 2001) et qui conduisent à une moins bonne solubilisation, comme les 

benzènes ou les alcanes.   

La stabilité d’un complexe acide-amine et sa solubilité dans la phase organique sont 

favorisées par l’utilisation de diluants relativement polaires. Tamada et son équipe (1990) ont 

ainsi classé les différentes familles de solvant en fonction de leur capacité de solubilisation du 

complexe acide-amine en phase organique : Alcools > Nitrobenzène > hydrocarbures 
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halogénés donneurs de protons > cétones > halogènes aromatiques > benzène > hydrocarbures 

aromatiques.  

Des études ont montré que l’utilisation d’Alamine 336 (un mélange commercial 

d’amines tertiaires en C8 et C10), réputé comme étant l’extractant le plus efficace dans le cas 

de l’acide lactique dans différents diluants, conduisait à de meilleurs résultats avec le 

chloroforme (Wasewar et al. 2004). Mais dans l’optique de la mise en place d’un procédé de 

type ISPR, celui-ci s’avère trop toxique pour les micro-organismes producteurs. De même, 

l’utilisation d’éthers, hautement volatils et non biodégradables sont à éviter, même si ils 

montrent de bons résultats.  

Plusieurs paramètres doivent être pris en compte lors du choix du diluant. Ils ne doivent 

pas être trop polaires ni solubles dans l’eau de manière à éviter un mélange avec la phase 

aqueuse et donc à l’origine de difficultés pour la régénération de la phase extractante et la 

récupération de l’acide (back-extraction). Des études travaillent ainsi à mélanger solvants 

actifs et inertes afin de diminuer cette polarité (Yankov et al. 2004, Yankov et al. 2005, 

Kyuchoukov et al. 2006). Il a de plus été montré que des concentrations en amines dans le 

diluant supérieures à 25 % pouvaient entrainer la formation d’émulsions à l’interface phase 

organique/phase aqueuse, ce qui serait préjudiciable au déroulement d’un procédé ISPR 

(Joglekar et al. 2006). Enfin, les coûts doivent également être pris en considération, de même 

que la toxicité des diluants étudiés, en partie liée à leur solubilité en phase aqueuse (Tableau 

I.2.4). Ainsi, le décanol et le dodécanol présentent une solubilité faible avec l’eau et 

constituent donc des candidats potentiels, à l’inverse de l’octanol notamment. Afin de 

diminuer encore les risques d’inhibition contre les micro-organismes producteurs, des diluants 

réputés biocompatibles sont utilisés pour solvater les molécules extractantes, bien que 

conduisant à des performances d’extraction réduites : l’alcool oléique (Yabannavar et al. 

1987, Honda et al. 1995, Kahya et al. 2001, Hossain and Maisuria 2008, Keshav et al. 2008a, 

Kyuchoukov and Yankov 2012) et les huiles végétales comme l’huile de tournesol (Harington 

and Hossain 2008, Keshav et al. 2008b, Waghmare et al. 2011), l’huile de sésame (Keshav et 

al. 2012) ou l’huile de soja (Waghmare et al. 2013). L’emploi de liquides ioniques pour 

l’extraction d’acides est également rapporté dans la littérature, conduisant cependant à des 

problèmes de solubilisation des molécules extractantes (TOA et TOPO notamment, 

Matsumoto et al. 2004b) et des performances d’extraction mitigées à forte concentration en 

acide (Martak and Schlosser 2007). 
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L’Annexe 5 répertorie les différents coefficients de distribution et rendements 

d’extraction trouvés dans la littérature dans le cas de l’acide lactique et obtenus 

expérimentalement pour différents extractants (TOA, Alamine 336, Aliquat 336…) et diluants 

(octanol, décanol, alcool oléique, huile de tournesol…). Ce tableau illustre bien l’importance 

de la combinaison extractant-diluant, tant du point de vue du choix des molécules que de leur 

pourcentage d’utilisation (rendements d'extraction variant entre 5 et 95 %). De même, les 

faibles performances obtenues par utilisation d’extractants ou de diluants seuls confirment 

l’importance du rôle joué par chacune des deux espèces dans le phénomène d’extraction 

réactive : l’extractant pour la complexation avec l’acide et le diluant pour la solvatation du 

complexe formé. L’importance d’utiliser des solvants actifs (décanol, octanol) plutôt 

qu’inertes (huiles végétales ou minérales) est également soulignée, de même que le 

phénomène de synergie entre amines tertiaires et quaternaires. 

Tableau I.2.4 : Principales caractéristiques physico-chimiques de quelques diluants utilisés pour 

l’extraction réactive de l’acide lactique référencées dans la littérature. 

Diluant
Solubilité dans l'eau à 25 °C

(mg/L) log Ko/w

MIBK 8888 1,31
n -octanol 814 3,00
n -décanol 37 4,57

n -dodécanol 6,89 5,13
Alcool oléique 0,02 7,50

Octane 1,15 5,18
Décane 1,25 5,01

Dodécane 0,11 6,10
Huile tournesol Négligeable > 100  

* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research 
corporation (SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
 
 

2.3.3 Récupération de l’acide et régénération de l’extractant (back-extraction ou 
désextraction) 

 
L’un des avantages majeur de l’utilisation de la technique d’extraction réactive dans 

un procédé de type ISPR est la possibilité offerte de récupérer l’acide en phase aqueuse et de 

régénérer la phase extractante en vue d’une nouvelle extraction (Hong et al. 2001). Cette 

technique est nommée « back-extraction » (Figure I.2.6). Le coût de régénération est un 
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paramètre indispensable à prendre en compte en termes de viabilité économique du procédé 

de séparation.  

La principale approche pour la régénération est appelée « swing-process » : certains 

facteurs, comme la température, le pH, la composition du diluant sont modifiés pour 

provoquer la désextraction de l’acide carboxylique de la phase organique vers une phase 

aqueuse (Tong et al. 1999, Hong et al. 2001, Wasewar et al. 2004). Si la technique de « swing 

température » (augmentation de la température pour provoquer la dissociation du complexe) a 

montré des résultats intéressants pour la récupération des acides citriques, succiniques et 

propioniques (Tong et al. 1999, Wasewar et al. 2004, Keshav et al. 2010), la température n’a 

que peu d’effet sur le coefficient de distribution de l'acide lactique entre 20 et 90˚C et cette 

technique n'est donc que peu utilisée pour la back-extraction de cet acide (Tong et al. 1999). 

Bien que l’on puisse également adopter une démarche similaire pour le pH, celle-ci requiert 

l’utilisation de produits chimiques supplémentaires et est génératrice de déchets (Tong et al. 

1999).  

Phase organique

Phase aqueuse

HA

Extractant

Phase organique

Phase aqueuse

ExtractantHA

Modification pH
Modification T°C
Ajout sels  

Figure I.2.6 : Principe de la récupération de l’acide et régénération de l’extractant 

Une autre approche pour la back-extraction de l’acide, dite de « stripping », est basée 

sur l’utilisation de composés inorganiques. Son fort pouvoir de séparation, son faible coût et 

sa capacité à régénérer la phase extractante par un procédé simple en font une approche 

intéressante pour intégrer un procédé de type ISPR (Tong et al. 1999). Cette technique est 

basée sur un mécanisme d’échange d’ions entre la base conjuguée de l’acide présent en phase 

organique et les ions présents dans la phase de stripping. Tong et al. (1999) ont testé une série 

de composés inorganiques pour la back-extraction de l’acide à partir d’un complexe lactate-

TOMAC (tri-n-octylmethylammonium chloride). Les performances de sels de sodium 

contenant des anions de type Cl-, OH-, NO3
-, SO4

2- et CO3
2- ont d’abord été étudiées. Le 
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pourcentage de récupération de l’acide lactique augmente ainsi avec la concentration en 

anions jusqu’à obtenir un plateau. La capacité de stripping des ions Cl- et NO3
- permet ainsi 

une récupération de la quasi-totalité de l’acide (la récupération de l’acide dans de l’eau pure, 

sans ajout de sel, n’étant que de 7 %). Les cations Na+, K+, H+, Ca2+ et NH4
+ ont également 

été testés. Des faibles différences ont ainsi été observées entre ces différents ions. Harington 

et Hossain (2008), ont rapporté un coefficient de distribution d'environ 33 pour la back-

extraction de l'acide lactique à partir d'une phase extractante composée de TOA à 20 % et 

d’huile de tournesol à 80 % en utilisant du Na2CO3 à 0,5 M contre environ 1 en utilisant 0,5 

M de NaCl. 

L’utilisation de bases volatiles comme la triméthylamine ou la triéthylamine pouvant 

être évaporées après l’étape de désextraction a également été testée, conduisant à de bons 

rendements de régénération de la phase extractante et récupération de l’acide (Wasewar et al. 

2004, Keshav et al. 2010).  

2.3.4 Impact de la phase organique extractante 
 

2.3.4.1 Toxicité générale des solvants et extractants organiques 
 

En cas d’extraction in situ, l’utilisation d’une phase organique peut conduire à une série 

de dommages physiques et biochimiques impactant l’activité des micro-organismes. Cette 

toxicité du solvant et/ou de l’extractant constitue souvent le problème critique lors de la mise 

en place de fermentations et bioconversions extractives (Wasewar et al. 2004). Bar et Gainer 

(1987) ont ainsi rencontré des problèmes de toxicité de solvants ainsi que des faibles 

rendements d’extraction lors de la production d’acides lactique, citrique et acétique par 

fermentation extractive. Le degré de toxicité d'une phase organique donnée varie selon le 

micro-organisme.  
 

Différentes études ont tenté de relier les propriétés physico-chimiques des solvants 

organiques à leur toxicité (Fernandes et al. 2003). Le coefficient de partage du solvant dans le 

système à deux phases octanol-eau (paramètre de Hansch), exprimé en logarithme (log Poct/eau) 

a ainsi montré la meilleure corrélation avec les activités biocatalytiques et la croissance 

cellulaire (Leon et al. 1998; Paje et al. 1997).  
 

Les solvants sont considérés comme toxiques si leur log P est inférieur à 2-3 (solvants 

polaires) et comme non toxiques si leur log P est supérieur à 4-5 (solvants apolaires) 

(Fernandes et al. 2003). Cette corrélation ne constitue cependant pas une règle absolue, 
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puisque certaines études suggèrent également que la toxicité pourrait dépendre de la structure 

moléculaire de ces solvants (Vermuë et al. 1993) ainsi que des micro-organismes utilisés 

(Rajagopal 1999). Un screening de la toxicité de différents solvants organiques usuels contre 

9 micro-organismes producteurs d’acide lactique a été effectué par Matsumoto et al. (2004a; 

Tableau I.2.5). Selon cette étude, les solvants ayant un log P inférieur à 3 ont le plus souvent 

été considérés comme toxiques contre la plupart des micro-organismes étudiés. L’utilisation 

de liquides ioniques (hexafluorophosphates de 1-butyl-, 1-hexyl- et 1-octyl-3-méthyl 

imidazolium) pour remplacer ces solvants a également été testée (Matsumoto et al. 2004b), 

conduisant à une diminution de la toxicité induite (sur Lactobacillus rhamnosus) mais avec 

des problèmes de solubilisation des molécules extractantes (TOA et TOPO) et donc des 

performances d’extraction moindres. 
 
Tableau I.2.5 : Toxicité de différents solvants contre différentes bactéries lactiques (Lb : 

Lactobacillus, P : Pediococcus, Leu : Leuconostoc, B : Bacillus). Les + représentent une conservation 

d’au moins 50 % de l’activité de production d’acide lactique, les – une conservation de moins de 50 % 

de cette activité (Matsumoto et al. 2004a). 

 
 

On distingue deux principaux types de toxicité en lien avec l’utilisation de solvants 

organiques : la molecular level toxicity (toxicité de la fraction soluble du solvant dans l’eau 

donc au niveau moléculaire), et la phase level toxicity (toxicité due au contact direct entre la 

phase organique extractante et la phase aqueuse contenant les micro-organismes producteurs) 

(Bar and Gainer 1987, Yabannavar and Wang 1991b). Par exemple, certains solvants comme 

le dodécanol ou l’oléate de méthyl sont toxiques uniquement selon le critère de phase level 

mais pas au niveau molecular level, tandis que d’autres sont complètement non toxiques, 

comme l’huile de paraffine (Lactobacillus delbrueckii, Bar and Gainer 1987). D’autres 

molécules organiques, comme la tridodécylamine (TDA) sont toxiques au niveau moléculaire 
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et phase (Bar and Gainer 1987). Il est important de noter que dans le cas d’un contact direct 

entre phases, le rôle joué par chaque type de toxicité est difficilement discernable, en raison 

de l’impact inévitable de la fraction soluble de la phase organique.  
 

Des phénomènes de toxicité liés à l’utilisation d’Alamine 336, TOA et Aliquat 336 ont 

également été rapportés (L. delbrueckii, Seevaratnam et al. 1991, L. casei, Demirci et al. 

1999), sans que la distinction entre les deux types de toxicité ne soit faite. En ajoutant 0,1 % 

(v/v) de TOA ou d’Aliquat 336 au milieu de culture de L. delbrueckii, le glucose n’est ainsi 

plus consommé et aucune croissance n’est détectée (Seevaratnam et al. 1991). A l’inverse, en 

présence d’huile de paraffine, la consommation de glucose et la croissance bactérienne ne 

sont plus affectées (Seevaratnam et al. 1991). 
 

2.3.4.2 Toxicité à l’échelle moléculaire (Molecular level toxicity)  
 

Un solvant peut être toxique de par ses fractions miscibles ou immiscibles avec l’eau 

(Yabannavar and Wang 1987). Dans le cas de la fraction soluble, on parle de molecular level 

toxicity. D’un point de vue mécanistique, celle-ci serait liée à l’interaction des molécules 

organiques avec les lipides de la membrane bactérienne, affectant ainsi sa fluidité, sa 

perméabilité et donc son fonctionnement, et provoquant la détérioration des protéines 

associées à la membrane (Bar 1986, Pinheiro and Cabral 1991, Heipieper et al. 1994, 

Berberich et al. 2000). Cette modification des propriétés membranaires pourrait également 

affecter le transport des nutriments au travers de celle-ci et conduire à une lyse cellulaire en 

cas de forte concentration en solvant (Leon et al. 1998). 
 

La toxicité au niveau moléculaire peut être évaluée en saturant un milieu aqueux avec la 

partie soluble de la phase organique à tester, par mélange des deux phases puis séparation par 

centrifugation (Choudhury et al. 1998, Demirci et al. 2003). Le tableau I.2.6 répertorie 

l’impact de ce type de toxicité contre deux micro-organismes en fonction de la phase 

extractante utilisée.  
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Tableau I.2.6 : Molecular level toxicity de différentes combinaisons de solvants et extractants contre 

deux lactobacilles (d’après Wasewar et al. 2004). 

Solvant et/ou
extractant utilisé(s)

Micro-organisme
% de croissance 

par rapport au témoin
Auteurs

100 % octanol L.. rhamnosus 83,4 Choudhury et al.  (1998)
100 % TOA L.. rhamnosus 11,4 Choudhury et al.  (1998)
75 % TOA L.. rhamnosus 11,1 Choudhury et al.  (1998)
20 % TOA L.. rhamnosus 14,2 Choudhury et al.  (1998)
10 % TOA L.. rhamnosus 28,1 Choudhury et al.  (1998)
5 % TOA L.. rhamnosus 72,6 Choudhury et al.  (1998)
2 % TOA L.. rhamnosus 100 Choudhury et al.  (1998)

100 % MIBK L.. rhamnosus 61,7 Choudhury et al.  (1998)
50 % MIBK L.. rhamnosus 86,7 Choudhury et al.  (1998)

100 % Alamine 336 L.. delbrueckii 8,3 Yabannavar and Yang (1991b)
50 % Alamine 336 L.. delbrueckii 55,6 Yabannavar and Yang (1991b)
15 % Alamine 336 L.. delbrueckii 68,8 Yabannavar and Yang (1991b)

100 % Alamine 336 
(cellules immobilisées)

L.. delbrueckii 2,8 Yabannavar and Yang (1991b)

50 % Alamine 336 
(cellules immobilisées)

L.. delbrueckii 55,6 Yabannavar and Yang (1991b)

100 % Alamine 336 
(cellules immobilisées)

+ huile de soja
L.. delbrueckii 66,7 Yabannavar and Yang (1991b)

50 % Alamine 336 
(cellules immobilisées)

+ huile de soja
L.. delbrueckii 72,2 Yabannavar and Yang (1991b)

Molecular level toxicity

 
 

L’effet inhibiteur dépend donc des molécules organiques, de leur solubilité dans l’eau et 

du micro-organisme testé. Une des façons de diminuer cet impact est d’ajouter au milieu de 

fermentation des gouttelettes d’huile afin de piéger les molécules de solvant solubilisées dans 

l’eau (Yabannavar and Wang 1991b, Gu et al. 1997). 
 

2.3.4.3 Toxicité par contact direct entre phases (Phase level toxicity) 
 

Cette toxicité est due à la présence de deux phases non miscibles formant une interface 

vers laquelle les micro-organismes présents en phase aqueuse vont avoir tendance à venir 

s’adsorber. L’effet inhibiteur pourrait provenir d’une augmentation de la tension de surface au 

niveau de la membrane des cellules (Yabannavar and Wang 1991). L'impact de cette toxicité 

(Tableau I.2.7) est beaucoup plus marqué que celui de la molecular level toxicity (Tableau 

I.2.6). Elle peut cependant être diminuée par la mise en place d’une membrane entre les deux 

phases (Ye et al. 1996, Demirci et al. 2003) ou en immobilisant les cellules dans le réacteur 

(Trauth et al. 2001). Une augmentation du titre final en acide lactique (x 2,5) a ainsi été 

obtenue par immobilisation des cellules (Tik et al. 2001). 
 

L’utilisation d’un contacteur à membrane a également permis d’utiliser une phase 

extractante composée d’Alamine 336 et d’alcool oléique, normalement décrite comme toxique 
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lors d’un contact direct avec la phase aqueuse contenant les bactéries productrices, lors de la 

fermentation extractive de l’acide lactique (Ye et al. 1996). 
 
Tableau I.2.7 : Phase level toxicity de différentes combinaisons de solvants et d’extractants contre 

deux lactobacilles (d’après Wasewar et al. 2004). 

Solvant et/ou
extractant utilisé(s)

Micro-organisme
% de croissance 

par rapport au témoin
Auteurs

Aq:Octanol (1:1) L.. rhamnosus 12,46 Choudhury et al.  (1998)
Aq:MIBK (1:1) L.. rhamnosus 3,74 Choudhury et al.  (1998)

Aq:Huile de paraffine (1:1) L.. rhamnosus 96,45 Choudhury et al.  (1998)
Aq:TOA (100:1) L.. rhamnosus 5,6 Choudhury et al.  (1998)
Aq:TOA (50:1) L.. rhamnosus 6,5 Choudhury et al.  (1998)
Aq:TOA (25:1) L.. rhamnosus 6,7 Choudhury et al.  (1998)

Aq:Alcool oléique L.. delbrueckii 96,7 Yabannavar and Yang (1991b)
Aq:Alamine 336 

30 % + alcool oléique
L.. delbrueckii 0 Yabannavar and Yang (1991b)

Aq:Alamine 336 
15 % + alcool oléique

L.. delbrueckii 41,7 Yabannavar and Yang (1991b)

Aq:Alamine 336 
30 % + alcool oléique

(cellules immobilisées)
L.. delbrueckii 41,2 Yabannavar and Yang (1991b)

Aq:Alamine 336 
15 % + alcool oléique

(cellules immobilisées)
L.. delbrueckii 73,3 Yabannavar and Yang (1991b)

Phase level toxicity

 

2.4 Extraction liquide-liquide assistée par contacteur à membrane 
 

2.4.1 Applications de l’extraction en contacteur à membrane 
 

De nombreuses applications de l’utilisation de contacteurs à membrane ont vu le jour 

dans des domaines variés telles que les industries chimiques, pétrochimiques, 

pharmaceutiques ou encore agro-alimentaires (Sirkar 2008), le plus souvent dans des 

configurations de contacts gaz-liquide, pour l’oxygénation de sang ou la carbonatation de 

boissons par exemple (Pabby and Sastre 2013). Les applications les plus récentes concernent 

le recyclage des déchets dans les missions spatiales (Cath et al. 2005) ou l’utilisation en tant 

que poumons artificiels (Kim et al. 2009) et ouvrent donc de nouveaux horizons pour cette 

technologie. 

Concernant les applications en extraction liquide-liquide, de nombreuses études se sont 

intéressées à la récupération de composés d’arômes. Pierre et al. (2001 et 2002) et Viladomat 

et al. (2006) ont ainsi étudié la récupération de ces derniers dans les effluents agro-industriels 

en utilisant un contacteur membranaire Liqui-Cel®. L’extraction sélective de terpènes 

oxygénés d’huiles essentielles d’agrumes a également été étudiée (Dupuy et al. 2011). 

Dahuron et Cussler (1988) ont travaillé à l’extraction de protéines (cytochrome C, 

myoglobine, catalase, uréase et chymotrypsine) à l’aide de contacteur à membrane, offrant 
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ainsi une alternative efficace aux techniques de séparation conventionnelles (colonnes 

d’extraction liquide-liquide). A ce jour, même si de nombreux travaux étudient l’extraction 

réactive d’acides organiques assistée par contacteur membranaire (ERCM) (Jin and Yang 

1998, Wu et al. 2003, Huang et al. 2004, Harington and Hossain 2008, Agrahari et al. 2014, 

Moraes et al. 2015) aucune application à l’échelle industrielle n'est connue à ce jour.  

Cependant, des mises en œuvre à grande échelle existent pour d’autres systèmes, 

principalement dans le cas d’échanges liquide-gaz : carbonatation de boissons (Pepsi, États-

Unis), décarbonatation et nitrogénation en brasserie (Kirin, Japon), extraction de l’ammoniac 

d’effluents gazeux (TNO, Pays-Bas). Concernant les échanges liquide-liquide, des procédés 

de traitement d’eaux usées couplés à la récupération de composés aromatiques (Klaassen and 

Jansen 2001, KoSa Netherlands BV, Pays-Bas) et d’extraction de phénol contenu dans un 

liquide organique vers une phase aqueuse (Sirkar 2008) ont également été développés. En 

marge de l’extraction liquide-liquide à membrane classique, l’utilisation de modules à fibres 

creuses hydrophiles asymétriques (polyacrylonitrile-méthyle acrylate) a été décrite à l’échelle 

industrielle pour la production enzymatique d’un intermédiaire de fabrication du diltiazem, 

médicament anti-hypertenseur (Lopez and Matson 1997). D’autres applications commerciales 

dans le domaine pharmaceutique concernent la purification d’acide mévinolinique (Prasad 

and Sirkar 1989) et la synthèse d’ibuprofène (Long et al. 2003). 

2.4.2 Principe et mise en œuvre de l’extraction liquide-liquide à membrane  
 

2.4.2.1 Principe de l’extraction liquide-liquide à membrane 
 

L’extraction liquide-liquide est une opération qui permet la séparation de deux ou 

plusieurs constituants d’un mélange grâce à leur différence de partage entre deux phases 

liquides non ou partiellement miscibles (Datta et al. 2015). Le principe est de mettre en 

contact intime une solution d’alimentation contenant les constituants à séparer (fractions ou 

solutés) avec une seconde phase liquide appelée solvant. Ce dernier s'enrichit en solutés 

jusqu'à l'équilibre thermodynamique, suite à quoi les deux phases sont séparées l'une de 

l'autre. Enfin, une dernière étape peut être mise en œuvre dans le but de purifier la fraction 

d'intérêt et régénérer le solvant. 

En utilisant un contacteur membranaire, il est possible de former une interface stable 

entre deux phases au niveau des pores d’une membrane poreuse. Les deux phases circulent 

donc de part et d’autre de cette membrane sans se mélanger. On parle alors de contact non 

dispersif entre les deux phases. La membrane a uniquement un rôle de support permettant la 
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stabilisation de l’interface et n’apporte pas de sélectivité. Les pores de la membrane sont 

remplis par l’une des deux phases (dite phase mouillante) en fonction de l’affinité entre le 

matériau membranaire et les liquides (Figure I.2.7). Afin d’éviter le passage de la phase 

mouillante au travers de la membrane et par conséquent  sa dispersion dans l’autre phase, une 

légère surpression est appliquée du côté du liquide non mouillant afin de stabiliser l’interface. 

Cette surpression, dépendante de la nature et de la structure de la membrane, ainsi que des 

propriétés des fluides en contact, est généralement comprise entre quelques millibars et 

quelques bars (Dupuy 2010). Elle est régie par la pression critique, qui dépend de la tension 

interfaciale entre les deux fluides, l’angle de contact et le rayon du plus gros pore. C’est 

l’équation de Young-Laplace, reposant sur un modèle de structure de pores simple, qui 

constitue la méthode la plus employée pour calculer ΔPc (équation 5). 

 

Avec γ la tension interfaciale entre les fluides (N.m-1), θc l’angle de contact critique 

entre le matériau et les deux liquides (°), r le rayon des pores de la membrane (m) et ΔPc la 

valeur de la pression critique en Pa. 

 Comme dans le cas d’une extraction liquide-liquide conventionnelle, la phase 

d’extraction doit être choisie de façon à garantir une tension interfaciale suffisamment élevée 

pour éviter le mélange.  

Phase 1

Phase 2

Non mouillante

Mouillante

P NM > PM

Interface 
stabilisée

Membrane 
poreuse

 

Figure I.2.7 : Schéma de principe de l’extraction liquide-liquide à membrane. La pression plus élevée 

appliquée côté phase non mouillante permet la stabilisation de l’interface. 
 

Le transfert de matière entre les deux phases au sein d'un contacteur membranaire est 

régi par une différence de potentiels chimiques et un coefficient de transfert de matière. Ce 
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dernier ne dépend pas de la pression transmembranaire appliquée (Kiani et al. 1984). Le flux 

de transfert de matière (mass flow rate) d’un soluté i entre les deux fluides est représenté par 

l’équation (6), qui relie un coefficient de transfert de matière, une surface d’échange et une 

force motrice : 

mi = ki x A x FMi  (6) 

Avec m le flux de transfert de matière (g.s-1), K le coefficient global de transfert de 

matière (m.s-1), A la surface d’échange (m²) et FM la force motrice (g.m-3). On peut exprimer 

la force motrice, différence de potentiel chimique ou d’activité du composé i, en termes de 

concentrations. Cette force motrice représente l’écart à l’équilibre entre les deux phases. 

2.4.2.2 Avantages et limites des contacteurs membranaires  
 

L'emploi de membranes permet un contact non dispersif entre les phases aqueuse et 

organique, ce qui permet de s’affranchir des étapes de séparation de ces phases après leur 

mise en contact et d'apporter un gain important en temps et en énergie. Les contacteurs 

membranaires offrent également des perspectives intéressantes quant à l’intensification des 

procédés, de par leur flexibilité (facilité de mise à l'échelle et modularité des procédés), leur 

compacité (surfaces spécifiques pouvant atteindre 3000 m2/m3) et l’élargissement du choix 

des solvants. D’une manière générale, les modules sont 5 à 20 fois plus petits que les 

systèmes dispersifs (Sirkar 2008). 

En contrepartie de ces avantages, la présence de la membrane peut engendrer une 

résistance supplémentaire au transfert de matière qui n’existe pas dans le cas des systèmes 

dispersifs conventionnels. Des membranes très fines et très poreuses permettent de limiter 

cette résistance. Les membranes polymériques présentent l’avantage d’être moins chères que 

les membranes en céramique, mais présentent une durée de vie limitée qui dépend des 

liquides utilisés et des protocoles de nettoyage appliqués (Daramola et al. 2012). De plus, 

elles ne peuvent pas être stérilisées à la chaleur et sont sensibles au pH (Daramola et al. 

2012). Enfin, différents problèmes peuvent être rencontrés et doivent donc être considérés 

avant un éventuel passage à l’échelle industrielle (Younas 2011), notamment un manque de 

données cinétiques pour dimensionner les contacteurs membranaires lors du changement 

d’échelle. La figure I.2.8 résume les principaux avantages et inconvénients de l’utilisation des 

contacteurs membranaires pour l’extraction liquide-liquide. 
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Figure I.2.8 : Principaux avantages et inconvénients de l’utilisation des contacteurs à membranes 

(d’après Boucif, 2012). 

2.4.3 Transfert de matière dans les contacteurs membranaires  
 

2.4.3.1 Profil de concentration et résistance au transfert 
 

La résistance globale au transfert de matière au sein du contacteur peut être décrite selon 

la loi des résistances en série comme étant la somme des résistances générées dans les 

différents compartiments, en amont de la membrane (phase aqueuse), au sein de celle-ci et en 

aval de la membrane (phase organique). Étant donnée la géométrie du module (Figure 1.2.9a), 

on peut considérer que le transfert de matière est exclusivement diffusif à l'intérieur des pores 

dans le cas de fibres creuses en polypropylène utilisées dans un contacteur Liqui-Cel 

(diamètre moyen 30 nm, longueur effective des pores d'environ 100 µm). La figure I.2.9b 

propose une représentation d’un profil de concentration au voisinage de la membrane poreuse 

en extraction liquide-liquide. 
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Entrée calandre Sortie calandre

Entrée fibres

Sortie fibres
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Membrane à fibres creuses

Calandre

a)

b)  

Figure I.2.9 : a) Représentation schématique du contacteur Liqui-Cel® (2,5 × 8, fibres X50 en 

polypropylène hydrophobe) et b) Profil de concentration en soluté au voisinage d’une membrane 

hydrophobe (Dupuy 2010) 

2.4.3.2 Détermination du coefficient de distribution apparent KD 
 

En extraction liquide-liquide, avec ou sans membrane, la force motrice du transfert 

résulte de la différence de potentiel chimique du soluté entre les deux phases : le produit 

d’intérêt (soluté) est présent dans la phase aqueuse mais peu ou pas dans la phase extractante 

(solvant).  Il y alors transfert du soluté jusqu'à atteindre l'équilibre thermodynamique. Cet 

équilibre est caractéristique du système phase aqueuse – soluté – phase extractante et varie en 

fonction de la température.  
 

Comme mentionné plus haut, l’équilibre entre les phases est décrit par le coefficient de 

distribution (KD) dont l’expression est donnée par l'équation 1 (partie 2.1.2.1). La valeur du 

coefficient de distribution influe sur la configuration de l’ERCM et notamment sur le choix de 

la membrane utilisée (Prasad and Sirkar 1988, Figure I.2.10). Ainsi si KD > 1, l’usage d’une 

membrane hydrophobe est indiqué puisque ces pores seront remplis par la phase organique 



90 

 

extractante, l’ensemble générant une résistance au transfert la plus faible possible. Si KD < 1, 

une membrane hydrophile sera plus adaptée. 
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Figure I.2.10 : Coefficients de transfert de matière obtenus en contacteur membranaire liquide-liquide 

avec deux types de membranes : hydrophobe (polypropylène) et hydrophile (cellulose régénérée) 

(d’après Prasad and Silkar 1988) 
 

2.4.4  Les contacteurs à membrane : une technologie innovante pour l’extraction liquide-liquide 
réactive  
 
Les procédés à membranes présentent de nombreux avantages et sont implantés 

largement à l’échelle industrielle. Ils constituent des alternatives crédibles aux procédés 

d’extraction conventionnels tels que l’échange d’ions ou encore la distillation (Pabby and 

Sastre 2013). De plus, ces techniques membranaires peuvent être facilement intégrées à 

différents niveaux du procédé de séparation en raison de leur compacité et de leur possible 

automatisation (Bernardo and Clarizia 2011), ce qui en fait des procédés plus flexibles. 

L’étape de mise à l'échelle est également facilitée. Les procédés à membranes sont également 

reconnus comme peu énergivores et générant des impacts environnementaux réduits. Parmi 

l’ensemble des techniques membranaires, l’utilisation de contacteurs à membrane s’est 

développée de manière importante ces dernières années en particulier pour de l’extraction 

liquide-liquide, conduisant à une amélioration de l’efficacité par rapport à un procédé 

traditionnel (Bringas et al. 2013). 

Bien adaptées à l’extraction sélective des acides organiques, les techniques basées sur 

l’utilisation d’une phase organique extractante peuvent ainsi être couplées à certaines 

techniques membranaires (Stark and von Stockar 2003), de manière à augmenter la surface 
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spécifique d’échange tout en évitant un mélange entre les phases aqueuses et organiques. 

L’extraction réactive par des amines a été largement étudiée et décrite dans le cas de la 

récupération de l’acide lactique. Cette réaction nécessite la mise en contact dispersif de la 

phase aqueuse contenant l’acide avec une phase organique contenant l’acide. En plus des 

problématiques de toxicité pour la cellule, cette méthode dispersive peut conduire à la 

formation d’émulsions stables non désirées. Une solution permet de pallier ces problèmes : 

l’utilisation des contacteurs liquide-liquide à membrane, déjà décrite pour l’extraction réactive 

de l'acide lactique (Tableau I.2.8). Il s’agit de membranes hydrophobes ou hydrophiles 

poreuses permettant de stabiliser l’interface entre les deux phases en évitant leur mélange. 

Dans le cas des membranes hydrophobes, il s’agit principalement de matériaux en 

polypropylène (PP), polyéthylène (PE), polytétrafluoroéthylène (PTFE), 

polytétrafluoroéthylène-co-perfluorovinyléther (PFA) ou polyvinylidène fluoride (PVDF). 

Dans le cas des membranes hydrophiles, il s’agit souvent de polyoléfine (PO), polysulfone 

(PS), polyamide (PA), voire de cellulose ou encore de céramique (Fernandes et al. 2003). Ce 

système membranaire permet de diminuer la toxicité de la phase organique d’extraction. De 

plus, il ne nécessite pas d’étape de filtration préalable, ce qui simplifie le procédé couplé par 

rapport à l’électrodialyse ou l’échange d’ions sur résine notamment. 

Tableau I.2.8 : Etudes mentionnant l’utilisation de contacteurs à membranes poreuses pour 
l’extraction réactive de l’acide lactique (2-HP) 

Type de membrane Objectif Fibres Calandre Auteurs
Polypropylène 
(hydrophobe) Extraction

Phase aqueuse
Acide lactique (280 mM)

Phase organique
Aliquat 336 + hydrocarbures Coelhoso et al . (1997)

Polypropylène 
(hydrophobe) Extraction

Phase organique
Alamine 336 + 2-octanol

Phase aqueuse
Acide lactique (5-40 g/L) Huang et al. (2004)

Polypropylène 
(hydrophobe)

Extraction Phase aqueuse
Acide lactique (0,2 M) 

Phase organique
Aliquat 336 + TOA + huile de tournesol +TBP

Harington and Hossain (2008)

Polypropylène 
(hydrophobe)

Back extraction Phase organique
Alamine 336 + 2-octanol

Phase aqueuse 
Solution NaOH

Huang et al. (2004)

Polypropylène 
(hydrophobe)

Back extraction Phase aqueuse
Solution NaCl (1 M)

Phase organique
Aliquat 336 + hydrocarbures

Coelhoso et al . (1997)

Polyoléfine
(hydrophile)

Back extraction Phase aqueuse
Acide lactique 

Phase organique
 TOMAC + alcool oléique 

Tong et al. (1999)

Polyoléfine
(hydrophile)

Extraction Phase aqueuse
Milieu de fermentation

Phase aqueuse Tong et al. (1998)
 

L’extraction réactive par contacteur à membranes (ERCM) présente plusieurs autres 

avantages techniques. Ce procédé peut fonctionner en continu, ce qui facilite la conduite du 

système couplé. Il est plus compact et flexible que les composés dispersifs. De plus, le 
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procédé d’ERCM est relativement bien documenté dans le cas de l’acide lactique (Coelhoso et 

al. 1997, Huang et al. 2004, Harington and Hossain 2008).  

Coelhoso et al. (1997), pionniers de l’extraction réactive par contacteur à membranes 

appliquée à l’acide lactique, utilisent une solution aqueuse de lactate de sodium et une phase 

organique composée d’Aliquat 336 diluée dans un mélange d’hydrocarbures dans le but de 

démontrer la faisabilité de l’intégration de contacteurs à membranes dans des procédés 

d'ISPR. Le transfert de matière à travers les pores de la membrane est assimilé à un 

mécanisme de diffusion contrôlée et souvent considéré comme l'étape limitante. De façon à 

augmenter le coefficient de transfert de matière, il est nécessaire d’augmenter le coefficient de 

diffusion du complexe acide-amine, notamment en réduisant la viscosité de la phase 

organique, par augmentation de la température ou réduction de la concentration en molécules 

extractantes (Coelhoso et al. 1997).  

Plus récemment, Huang et al. (2004) ont montré que le coefficient global de transfert de 

matière de l’acide lactique en phase organique (composée d’Alamine 336 diluée dans de 

l’octanol) augmentait avec le débit d’alimentation en phase aqueuse (1,71 × 10–5 m/s à 20 

mL/min et 3,1 × 10–5 m/s à 120 mL/min), mais pas en phase organique, suggérant que le 

transfert n’était pas limité par la diffusion dans les pores hydrophobes de la membrane du 

contacteur. 

L’ERCM a également été utilisée avec succès pour l’extraction de l’acide succinique 

par des amines tertiaires (Agrahari et al. 2014, Moraes et al. 2015), de l’acide butyrique (Wu 

et al. 2003) et de différents autres acides carboxyliques (acétique, propionique, valérique, 

Schlosser et al. 2005). Schügerl (2005) a ainsi répertorié quelques études concernant l’ERCM 

de différents acides carboxyliques en fonction du type de membrane et de la phase organique 

extractante utilisée (Tableau I.2.9). 
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Tableau I.2.9 : Exemples d’ERCM d’acides carboxyliques et phase organique extractante utilisée 

(d’après Schügerl 2005) 

Type de membrane Acide Phase organique Auteurs
Polypropylène Acétique MIBK Segupta et al.  (1988a)
Polypropylène Acétique MIBK / xylène Segupta et al.  (1988b)
Polypropylène

Polysulfone
Polyéthylène

Acétique
Alamine 304 / décane
Adogen 283 / décane

TOPO / kérosène
Solichien et al.  (1995)

Cellulose acétate Succinique MIBK / butanol Prasad and Sirkar (1987)
Polypropylène

Polysulfone
Polyéthylène

Propionique
Alamine 304 / décane
Adogen 283 / décane

TOPO / kérosène
Solichien et al. (1995)

Polypropylène Propionique TOPO / décane
TOPO / kérosène Ozdali et al.  (1996)

PVDF Citrique TOA / xylène Juang et al.  (1998)
PVDF Citrique Alamine 336 / xylène Birman et al.  (1990)

Polypropylène Citrique TOA / MIBK Basu and Sirkar (1992)  

2.4.5 Utilisation de contacteurs membranaires en fermentations extractives 
 

Les travaux de Wu and Yang (2003) étudient la production d'acide butyrique à partir de 

glucose en mode fed-batch avec des cellules immobilisées de Clostridium butyricum. 

L’ERCM est réalisée par une amine tertiaire (Alamine 336) diluée dans l'alcool oléique au 

sein d’un contacteur membranaire hydrophobe à fibres creuses (Celgard X-30, Liqui-Gel 

Extra-flow), couplé à un deuxième contacteur à membrane utilisé pour la désextraction de 

l’acide et la régénération de l’extractant (Figure I.2.11). Les avantages de l’ISPR et de 

l’utilisation d’un contacteur à membrane sont mis en évidence : concentration finale en acide 

butyrique multipliée par 15 dans la phase aqueuse de récupération (passage de 20 à 300 g.L-1), 

augmentation de la productivité (passage de 5,11 à 7,37 g.L-1.h-1) et du rendement de 

production (passage de 0,38 à 0,45 g/g de substrat), formation du produit d’intérêt favorisé par 

rapport aux co-produits, pH stabilisé grâce à l’extraction, concentration en acide faible et 

constante dans le bioréacteur (vitesse de production équivalente à la vitesse d’extraction) ce 

qui limite la toxicité induite par l’acide butyrique. La pureté du produit obtenu est également 

très élevée (91 %). L’utilisation de cellules libres en suspension dans le bioréacteur a été 

testée sans toutefois conduire à des résultats intéressants en raison de la forte toxicité exercée 

par la phase organique extractante sur les bactéries productrices circulants dans le contacteur. 
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Figure I.2.11 : Montage expérimental du couplage fermentation et extraction liquide-liquide réactive 

assistée par contacteurs à membrane dans le cas de la production d’acide butyrique par C. butyricum à 

partir de glucose (Wu and Yang 2003) 

Une autre étude (Jin and Yang 1998) s’intéresse à l’utilisation de la fermentation 

extractive pour la production d’acide propionique à partir du lactose chez Proponibacterium 

acidipropionici et son extraction à l’aide d’une phase organique extractante composée de 

tridécylamine diluée dans de l’alcool oléique assistée par contacteur membranaire de nature 

hydrophobe (Celgard X-30, Liqui-Gel Extra-flow). Le système intégré est présenté sur la 

figure I.2.12. Là encore, en comparaison à une production conventionnelle en batch, les 

résultats obtenus sont nettement améliorés : productivité de 1 g.L-1.h-1 (x 5), rendement de 

0,66 g/g de substrat (+ 20 %), titre final de 75 g.L-1 et pureté d’environ 90 %. La production 

de co-produits (acide acétique et acide succinique) est également diminuée et les 

performances du procédé intégré sont restées constantes durant le mois et demi qu’a duré 

l’étude. 
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Figure I.2.12 : Montage expérimental du couplage fermentation et extraction liquide-liquide réactive 

assistée par contacteurs à membrane dans le cas de la production d’acide propionique par 

Proponibacterium acidipropionici à partir de lactose (Jin and Yang 1998) 
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Résumé de la deuxième partie : 
 

Bien qu’il n’y ait à l’heure actuelle dans la littérature aucune technique de type 

ISPR développée dans le cas de l’extraction du 3-HP, quelques brevets suggèrent que les 

procédés efficaces pour la séparation et l’extraction de son isomère de position, l’acide 

lactique (2-HP), seraient transposables au 3-HP, du fait des similitudes structurelles et 

des propriétés physico-chimiques comparables de ces deux molécules (Meng et al. 2007, 

Marx et al. 2009). Celles-ci sont en effet deux acides hydroxycarboxyliques, isomères de 

position, de petites tailles, peu volatils et très hydrophiles (Tableau I.2.10). 

Tableau I.2.10 : Comparaison des propriétés physico-chimiques des deux isomères (2-HP et 3-HP) 
 Acide 2-hydroxypropionique 

(2-HP) 
 

Acide 3-hydroxypropionique 
(3-HP) 

 

pKa 3,86 4,5 
Constante de 

Henry* 
(atm.m3/mol) 

1,13x10
-7

 2,66x10
-11

 

Log KO/W
* -0,65 -0,89 

  
* Valeurs estimées par l’intermédiaire de l’EPI SuiteTMestimation, développé par Syracuse Research 

corporation (SRC) et l’U.S. Environmental Protection Agency (copyright 2000). 
 

 
Une technique prometteuse de plus en plus étudiée et utilisée pour l’extraction du 

2-HP est l’extraction réactive assistée par contacteur à membranes dans une phase 

organique (diluant) contenant une molécule extractante (Coelhoso et al. 1997, 

Choudhury et al. 1998, Harington and Hossain 2008, Kyuchoukov and Yankov 2012). 

Par cette technique, une molécule extractante en solution dans un diluant organique est 

mise en contact avec l’acide à extraire à travers les pores d’une membrane qui va 

permettre la stabilisation de l’interface. L’extractant va alors réagir avec l’acide présent 

en phase aqueuse pour former un complexe soluble dans la phase organique. L’étude 

bibliographique réalisée a permis d’identifier différents extractants et diluants 

potentiels, parmi lesquels une amine tertiaire à longue chaine, la tri-n-octylamine 

(TOA), et/ou un sel d’ammonium quaternaire tri-n-octylmethylammonium chloride 

(Aliquat 336) comme extractants, et le n-decanol comme diluant. 
 

La toxicité éventuelle de la phase extractante utilisée constitue cependant l’un des 

paramètres clefs à maitriser afin d’envisager la réussite d’une telle approche pour 

l’ISPR du 3-HP. 
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3 – Problématique, hypothèses de travail et objectifs de la thèse 
 

Dans un contexte de diminution des réserves d’origine fossile et de forte préoccupation 

environnementale, un intérêt majeur est porté à la production de molécules plateformes par 

voie biotechnologique. Ainsi, du fait des différents problèmes rencontrés lors de sa synthèse 

par voie chimique (Della Pina et al. 2011) et en lien avec l’augmentation des besoins pour 

satisfaire la demande du marché des acides organiques (Sauer et al. 2009), les études 

concernant la production de 3-HP par voie biotechnologique se développent fortement (Luo et 

al. 2012, Kumar et al. 2013, Dishisha et al. 2014). Plusieurs brevets concernant sa production 

(Suthers and Cameron 2005, Yasuda et al. 2006, Liao et al. 2007, Marx et al. 2007, Gokarn et 

al. 2012) ou sa purification (Meng et al. 2007, Tsobanakis et al. 2009, Jump 2011) ont 

également été déposés. En raison des faibles performances des micro-organismes 

naturellement producteurs (présence de co-produits, toxicité des métabolites de la voie), 

l’approche basée sur l’ingénierie métabolique constitue actuellement le principal levier 

d’optimisation. Elle concerne deux bactéries en particulier : E. coli (Raj et al. 2009, Kwak et 

al. 2013, Kim et al. 2014, Jung et al. 2014, Jung et al. 2015) et K. pneumoniae (Luo et al. 

2011, Wang et al. 2012, Kumar et al. 2013, Ashok et al. 2013). Des études concernant 

l’amélioration ciblée de L. reuteri (Dishisha et al. 2014) ainsi que des tests chez la levure S. 

cerevisiae (Chen et al. 2014) ont également été menées récemment. 

Le second levier d’optimisation pour la production de 3-HP réside dans la maîtrise des 

procédés de bioconversion et d’extraction in situ de la molécule d’intérêt au sein d’un procédé 

intégré. Cette stratégie permet en effet d’envisager d’orienter le métabolisme de L. reuteri 

jusqu’à l’obtention de 3-HP, tout en soustrayant cette molécule inhibitrice du milieu de 

production. Ainsi, l’un des enjeux de la thèse porte sur la compréhension des verrous 

physiologiques de la bioconversion du glycérol en 3-HP et l’identification des conditions 

environnementales adéquates pour favoriser cette production tout en minimisant la 

formation de co-produits. D’autre part, des phénomènes d’inhibition des bactéries 

productrices ont été mis en évidence dans la littérature (acidification du milieu liée à 

l’excrétion du 3-HP, perte de cultivabilité et d’activité enzymatique, vraisemblablement 

causée par le 3-HPA ; Cleusix et al. 2007, Schaeffer et al. 2010). L’intégration des étapes de 

bioconversion et d’extraction (ISPR) constitue une stratégie innovante pour lever ces 

inhibitions et optimiser les performances de production du 3-HP. De plus, la 

caractérisation de l’état physiologique des bactéries, soumises à différents stress (biologiques, 

chimiques et physiques) au sein du procédé intégré, ainsi que l’exploration des mécanismes 
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associés constituent une originalité de l’étude proposée, par rapport à celles raportées dans la 

littérature (van Maris et al. 2004, Cleusix et al. 2007). La mise en place du système intégré 

permettra de mettre en évidence les interactions à différentes échelles (moléculaire, 

cellulaire, population, échelles microscopique et macroscopique) entre procédé 

microbiologique et procédé de séparation. 

Le procédé de séparation adapté à cette approche d’ISPR doit permettre l’extraction 

du 3-HP du milieu de bioconversion, tout en évitant d’éventuels effets inhibiteurs sur les 

micro-organismes. Dans le cas du 3-HP, acide faible, hydrophile et peu volatil, produit en 

milieu aqueux à faible concentration, aucun procédé de séparation couplé à la production par 

voie biotechnologique n’est décrit dans la littérature. Cependant, au vu de la proximité du 3-

HP avec l’acide lactique (2-HP), des brevets proposent d’employer l’électrodialyse, les 

résines échangeuses d’anions et l’extraction réactive pour extraire le 3-HP. Ces techniques 

sont habituellement utilisées pour la purification des acides organiques (Tong et al. 1999). 

Dans le cas de l’électrodialyse et des résines échangeuses d’anions, des étapes de filtration 

préalables sont nécessaires afin de séparer les cellules du milieu (Jump, 2011). L’extraction 

réactive du 3-HP en utilisant des amines est notamment suggérée dans un brevet (Marx et al. 

2009). Cette méthode est en outre largement décrite dans la littérature pour l’extraction de 

l’acide lactique. Il s’agit, dans la plupart des cas, de l’utilisation d’amines tertiaires et 

quaternaires solvatées dans des phases organiques diverses (alcools, esters). Cette réaction 

nécessite la mise en contact dispersif de la phase aqueuse contenant l’acide avec une phase 

organique contenant l’extractant. En plus des problématiques de toxicité pour les cellules, 

cette méthode dispersive peut conduire à la formation d’émulsions stables non désirées. Une 

solution permet de pallier ces problèmes : l’utilisation d’un contacteur membranaire, déjà 

décrite pour l’extraction réactive de l’acide lactique (Tong et al. 1999). Il s’agit de 

membranes poreuses permettant de stabiliser l’interface entre les deux phases en évitant leur 

mélange. Ce système membranaire permettrait de limiter la mortalité cellulaire due à la 

toxicité de la phase organique d’extraction.  

L’extraction réactive assistée par contacteur à membrane (ERCM) présente 

plusieurs autres avantages techniques. Ce procédé peut fonctionner en continu, ce qui facilite 

la conduite du système intégré. Il est plus compact et flexible que les procédés dispersifs (la 

compacité des contacteurs à membrane pouvant atteindre 3000 m2.m-3 et les modules étant en 

général 5 à 20 fois plus petits que les systèmes dispersifs). De plus, l’ERCM est relativement 

bien documentée dans le cas de l’acide lactique (Hong et al. 2001, Huang et al. 2004, 
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Harington and Hossain, 2008) : les rendements d’extraction décrits sont meilleurs que ceux 

raportés pour l’électrodialyse. Malgré ces avantages, la mise en œuvre du procédé d’ERCM 

n’a pas encore été décrite pour l’extraction in situ du 3-HP.  

Ce travail de thèse a pour objectifs de : 

(i) comprendre les déterminants métaboliques de la bioconversion du glycérol par L. 

reuteri afin d’améliorer la production de 3-HP ; 

(ii) coupler la bioconversion au procédé de séparation in situ et comprendre l’impact 

de ce procédé intégré sur les performances de production (concentration, 

rendement, pureté) et sur l’état physiologique des bactéries productrices. 

 
Pour répondre à la problématique posée, nous nous attacherons à : 

(a) évaluer le niveau des inhibitions provoquées sur les bactéries productrices par les 

métabolites de la voie de biosynthèse du 3-HP et en déterminer les mécanismes ; 

(b) concevoir un procédé séparatif adapté à l’extraction du 3-HP au sein d’un milieu 

aqueux complexe et biocompatible avec les bactéries mises en œuvre ; 

(c) comprendre les mécanismes limitant le transfert des métabolites dans le procédé 

d’extraction.  

Le schéma général détaillé de l’approche intégrée couplant bioconversion du glycérol 

par L. reuteri et extraction liquide-liquide réactive assistée par contacteur à membrane est 

présenté sur la figure I.3.1. Ce projet se situe donc à l’interface de deux champs disciplinaires, 

le génie microbiologique et le génie des procédés séparatifs, et mobilisera également des 

connaissances en génie chimique, chimie analytique et physiologie cellulaire.   
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Figure I.3.1 : Schéma général détaillé du procédé intégré couplant bioconversion du glycérol par L. 

reuteri et extraction réactive liquide-liquide in situ du 3-HP produit en contacteur à membrane 
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CHAPITRE II : MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
1 – Bioconversion du glycérol en 3-HP par voie microbienne 
 
1.1 Bactéries et milieu de culture 
 

1.1.1 Souches de Lactobacillus reuteri mises en œuvre et analyses bioinformatiques 
développées pour leur comparaison 

 
Au cours de ce projet, trois souches de L. reuteri ont été étudiées. La souche DSM 

17938 a été obtenue par Rosander et al. (2008) à partir de la souche ATCC 55730 (aussi 

nommée SD 2112) isolée chez l’humain, par délétion de deux gènes de résistance à des 

antibiotiques (tet(W) et lnu(A) permettant la résistance à la tétracycline et à la lincosamide, 

respectivement). La souche utilisée provient de la société BioGaia AB (Stockholm, Suède). 

La souche DSM 20016, aussi nommée ATCC 53609 et également été isolée chez l’humain 

(Frese et al. 2009), est la souche type de laboratoire. Elle est issue de la collection de l’Institut 

Pasteur (Paris, France). Enfin, la souche ATTCC 53608, isolée chez le cochon (MacKenzie et 

al. 2010), a été achetée à l’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, 

États-Unis). La Figure II.1.1 représente le dendrogramme des différentes souches de L. reuteri 

dont le génome a été séquencé, basé sur la distance génétique qui sépare les souches les unes 

des autres. Localisées sur des branches différentes de cet arbre, les trois souches utilisées 

représentent une partie de la diversité phylogénétique de L. reuteri. Le choix de ces souches a 

ainsi été réalisé afin de maximiser la probabilité d’observer des différences entre elles au 

niveau phénotypique. 

 

Figure II.1.1 : Dendrogramme des différentes souches de L. reuteri séquencées, construit sur le site 
du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et basé sur la distance génétique entre les souches. 
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Les séquences génomiques des souches de L. reuteri DSM 20016 (accession no. 

CP000705.1), ATCC 53608 (accession no. GCA_000236455.1) et ATCC 55730 (i.e. souche 

« mère » de la souche DSM 17938; accession no. CP002844.1) ont été obtenues sur 

GenBank23. Toutes les prédictions de séquences nucléotidiques et peptidiques ont été 

réalisées en utilisant la base de données du NCBI24. Les comparaisons entre séquences ont été 

effectuées grâce aux logiciels BLASTN25 (séquences nucléotidiques) et BLASTP26 

(séquences peptidiques) avec toujours pour référence (arbitraire) la souche ATCC 55730. 

1.1.2 Milieu de culture utilisé 
 

Le milieu MRS (De Man, Rogosa et Sharpe, 1960) est un milieu de culture riche, non 

défini et sélectif des Lactobacillus, utilisé notamment pour l’isolement et le dénombrement de 

ces bactéries. Le MRS utilisé dans cette étude (Biokar Diagnostics, Beauvais, France), dont la 

composition est détaillée dans le Tableau II.1.1, est préparé en solubilisant 55,3 g de poudre 

dans 1 L d’eau osmosée.  
 
Tableau II.1.1 : Composition du milieu MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) utilisé pour la 
croissance de L. reuteri 

Composé Concentration (g.L-1) 
Glucose 20 

Polypeptone 10 
Extrait de viande 10 
Extrait de levure 5 

Acétate de sodium 5 
Phosphate dipotassique 2 
Citrate d’ammonium 2 

Tween 80 1,08 
Sulfate de magnésium 0,2 
Sulfate de manganèse 0,05 

pH à 25 °C 6,4 ± 0,2 
 

Ce milieu comprend tous les éléments nécessaires et indispensables à la croissance 

optimale des lactobacilles27 : 

                                                 
 

23 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
24 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
25http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome 
26http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome 
27 https://www.biokar-diagnostics.fr 
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- la peptone, le glucose, les extrait de viande et de levure, ainsi que les sels de manganèse et 

de magnésium apportent les éléments nutritifs indispensables à la croissance des bactéries 

- le Tween 80, agent tensioactif composé d’un mélange d’esters oléiques, est une source 

d’acides gras nécessaires à la synthèse des membranes cellulaires 

- le phosphate dipotassique contribue à stabiliser le pH au cours de la croissance 

- le citrate d’ammonium et l’acétate de sodium constituent les substances inhibitrices du 

développement de la plupart des contaminants tels que les streptocoques et les moisissures. 

 

Une partie du glucose étant perdue lors de la stérilisation à l’autoclave (110 °C – 20 

min) du fait des réactions de Maillard, des tests de supplémentation du milieu avec du glucose 

ont été réalisés. Les résultats ont montré la nécessité d’ajouter 20 g.L-1 de glucose lors de la 

préparation du milieu afin d’éviter toute carence pendant la croissance. 

 

1.2 Obtention de la biomasse 
 

1.2.1 Protocole général de réalisation des cultures 
 

Selon l’utilisation finale de la culture de L. reuteri (bioconversion en flacon Schott ou 

en bioréacteur), le protocole et la durée des étapes de culture permettant l’obtention de la 

biomasse diffèrent. La Figure II.1.3 résume l’ensemble des étapes, depuis le cryotube initial 

jusqu’à l’initiation de la bioconversion. Les différents volumes des milieux utilisés, leur 

composition, ainsi que les concentrations cellulaires (DO à 600 nm) initiales et finales et les 

durées de chacune de ces étapes sont indiqués.   
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Pré-culture de L. reuteri
(PC 1 10-1 A ou B)

Croissance en flacon Schott 
(250 mL de MRS + glucose 20 g/L)

PC 2

Croissance en bioréacteur
(5 L de MRS + glucose 20 g/L)

16 h8 h
Croissance en flacon Schott 

(250 mL de MRS + glucose 20 g/L)

Suivi de la croissance
(DO + HPLC)

a)

b)

+ récolte et 
lavage des cellules

+ récolte et lavage 
des cellules

DOinitiale = 10-6

16 h 
DOfinale = 4

DOinitiale = 0,1

8 h
DOfinale = 4

DOinitiale = 10-5

16 h 
DOfinale = 6

Suivi de la croissance
(DO + HPLC)

0,5 mL

1 mL

Cryotube de L. reuteri 
(1 mL)

9 mL de MRS
(PC 1 100 A ou B)

Bioconversion en flacon Schott
(50 mL de glycérol à 200 mM)

DOinitiale = 20

Bioconversion en bioréacteur
(2,5 L de glycérol à 200 mM)

DOinitiale = 12  
 
Figure II.1.2 : Schéma général des protocoles d’obtention de la biomasse pour : a) la réalisation d’une 

bioconversion en flacon Scott, b) la réalisation d’une bioconversion en bioréacteur. 

1.2.2 Réalisation des pré-cultures 
 

Un cryotube de 1 mL de la souche de L. reuteri sélectionnée pour l’étude, stocké à -80 

°C, est décongelé. Le contenu de ce cryotube est réparti dans deux tubes à vis (favorisant 

l’anaérobiose) contenant chacun 9 mL de MRS (500 µL de cryotube dans chaque tube) et 

notés PC 1 100 A et PC 1 100 B (Figure II.1.2). Deux nouveaux tubes sont préparés par 

dilution au dixième à partir des tubes précédents (1 mL de PC 1 100 A ou B dans 9 mL de 

MRS). Ces pré-cultures, notées PC 1 10-1 A et PC 1 10-1 B, sont ensuite placées à l’étuve à 37 

°C durant 8 ou 16 h (selon l’usage ultérieur de cette pré-culture). 
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Après incubation, la concentration cellulaire de ces pré-cultures est déterminée par 

mesure de la densité optique (DO) au spectrophotomètre (Biochrom, Berlin, Allemagne) à 

600 nm (notée DOfinale PC1). Un prélèvement de chaque pré-culture est également observé au 

microscope afin de vérifier l’absence de contamination. 

1.2.3 Croissances en flacons Schott 
 

1.2.3.1 Evaluation de la cinétique et du rendement de croissance 
 

Les cultures, correspondant à 250 mL (Vfiole) de MRS supplémenté avec 20 g.L-1 de 

glucose (Biokar Diagnostics, Beauvais, France), sont ensemencées à une densité optique 

initiale (DOC 1) de 0,1 (environ 108 cellules/mL). On procède au calcul suivant pour 

déterminer le volume de pré-culture (VPC 1) à introduire dans chaque flacon Schott de culture :  

DOfinale PC 1 x VPC 1 = DOC 1 x VC 1     avec VC 1 = Vfiole + VPC 1 

  DOfinale PC 1 x VPC 1 = DOC 1 x (Vfiole + VPC 1) = DOC 1 x Vfiole + DOC 1 x VPC 1 

  VPC 1 = (DOC 1 x Vfiole) / (DOfinale PC 1 – DOC 1) 

Si le volume de milieu de culture est de 250 mL et la DO d’ensemencement de 0,1, on a : 

  VPC 1 = 25 / (DOfinale PC 1 – 0,1) 

Après avoir été ensemencées (Figure II.1.3 a), les cultures sont placées à 37 °C. La 

croissance bactérienne est suivie par prélèvements réguliers (une fois par heure) de 900 µL, 

pour la mesure de la DO à 600 nm et l’observation microscopique, et de 900 µL ajoutés à 900 

µL de d’acide trichloro-acétique (TCA) en vue des dosages par HPLC. Les courbes de 

croissance obtenues permettent d’extraire différents descripteurs, tels que la durée de la phase 

de latence (h), le taux de croissance maximal (h-1) et la concentration cellulaire maximale en 

UFC.mL-1 (par corrélation avec la DO, cf. partie 1.4.1). Les cinétiques de consommation du 

glucose et de production des métabolites permettent de déterminer les rendements de 

croissance et de production, ainsi que les productivités en métabolites. L’ensemble de ces 

résultats permettra de comparer les performances des différentes souches mises en œuvre. 

1.2.3.2 Production de biomasse pour la bioconversion en flacons Schott 
 

De manière à ce que les bactéries utilisées pour la bioconversion soient dans un état 

physiologique optimal, elles doivent être récoltées en début de phase stationnaire de 

croissance (Lüthi-Peng et al. 2002a). Or, pour suivre la bioconversion sur la journée en 

l’inoculant avec des cellules récoltées en début de phase stationnaire, la culture préalable 
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devra s’être déroulée pendant la nuit précédente. Du fait de la durée de cette culture (~ 16 h), 

il s’avère nécessaire de provoquer une phase de latence très longue au début de la croissance 

bactérienne. Pour cela, la culture est inoculée à une DO très faible (0,1.10-5, non mesurable), 

en effectuant une série de 5 dilutions au 1/10 de la pré-culture, puis en ajoutant dans le flacon 

Schott (250 mL de MRS additionné de glucose) le volume VPC 1 calculé pour une inoculation 

à DOinitiale = 0,1 (Figure II.1.3 b). La pré-culture aura quant à elle été effectuée la journée 

précédente (durée ~ 8 h ; Figure II.1.2). 

VPC1

Croissance en flacon Schott 
(250 mL de MRS + glucose 20 g/L)

DOinitiale = 0,1

PC 1
DOfinale = 4

1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL

VPC1

Croissance en flacon Schott 
(250 mL de MRS + glucose 20 g/L)

DOinitiale = 10-6

a)

b)

PC 1
DOfinale = 4

9 mL 9 mL 9 mL 9 mL 9 mL

 

Figure II.1.3 : Protocoles d’inoculation des cultures pour : a) une croissance de 8 h (i.e. une journée) 

permettant un suivi de croissance ou la réalisation ultérieure d’une seconde phase de croissance en 

bioréacteur, et b) une croissance de 16 h (i.e. une nuit) permettant la récolte des bactéries et 

l’inoculation d’une bioconversion en flacons Schott (pour un suivi sur la journée). 
 

1.2.4 Croissances en bioréacteur 
 

1.2.4.1 Équipements utilisés et paramètres contrôlés 
 

Les croissances sont réalisées dans un bioréacteur de 7 L (Sétric Génie Industriel, 

Toulouse, France ; Figure II.1.4) avec un volume utile de 5 L. Le bioréacteur est équipé d’un 

moteur d’agitation tournant à 100 rpm et de sondes mesurant la température et le pH (Mettler 

Toledo, Bussigy, Suisse), reliées à un ordinateur comprenant un logiciel d’acquisition de 

données (WCidus, INRA, Grignon, France). Au cours de la croissance, la température est 

régulée à 37 ± 1 °C (température optimale de croissance de L. reuteri). Le pH est contrôlé à 

pH 6,0 par ajout automatique d’une solution d’hydroxyde de potassium (KOH 10 N) à l’aide 

d’une pompe péristaltique PPV (Sétric Génie Industriel, Toulouse, France). Les paramètres 
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contrôlés, ainsi que la masse de KOH apportée sont mesurés tout au long des croissances. Le 

protocole de préparation et d’utilisation du bioréacteur Sétric est présenté en Annexe 6. 

Pour chaque expérimentation, deux stérilisations sont réalisées. Le bioréacteur est 

d’abord autoclavé à vide (120 °C, 20 min) afin d'assurer une décontamination de la cuve et de 

la platine. Il est ensuite autoclavé à nouveau (110 °C, 20 min), après avoir été rempli avec le 

milieu de culture (5 L de MRS supplémenté avec 20 g.L-1 de glucose). 

La cinétique de consommation de KOH permet de suivre en temps réel le déroulement 

des cultures et de comparer les croissances pour évaluer leur reproductibilité. L’arrêt de 

l’ajout de KOH (corrélé à l’arrêt de la production d’acide lactique par les bactéries et juste 

postérieur à l’entrée en phase stationnaire de croissance) constitue un indicateur du moment 

propice à la récolte des cellules. L’établissement de la phase stationnaire sera confirmé par 

deux mesures successives de la DO à 600 nm à 30 minutes d’intervalle. 

 

Figure II.1.4 : Photographie du bioréacteur Sétric (Sétric Génie Industriel, Toulouse, France) 
 

1.2.4.2 Inoculation du bioréacteur 
 

Le bioréacteur est ensemencé avec des bactéries issues d’une culture réalisée en flacon 

Schott (croissance sur une journée soient 8 h ; Figure II.1.2 b). Cette dernière correspond alors 

à la seconde pré-culture (notée PC 2). A l’issue des 8 heures de croissance à 37 °C, la 

concentration cellulaire de la PC 2 est déterminée par mesure de la densité optique à 600 nm 

(DOfinale PC 2). Pour la même raison qu’évoqué précédemment (partie 1.2.3.2), 

l'ensemencement du bioréacteur est réalisé de manière à atteindre une DO initiale égale à 10-5 

(non mesurable). Pour cela, 4 dilutions en cascade au 1/10 sont réalisées dans des flacons 

Schott de 225 mL de MRS supplémenté. Le volume VPC 2 calculé selon le principe décrit 

précédemment est ensuite prélevé dans le dernier flacon Schott puis injecté dans le 

bioréacteur (Figure II.1.5). 
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25 mL 25 mL 25 mL

225 mL 225 mL225 mL

VPC2

Croissance en bioréacteur
(5 L de MRS + glucose 20 g/L)

DOinitiale = 10-5

PC 2
DOfinale = 4

25 mL

225 mL

 

Figure II.1.5 : Protocole de lancement de la croissance en bioréacteur 
 
1.3 Bioconversion du glycérol par L. reuteri 
 

1.3.1 Protocole général de réalisation des bioconversions 
 

Selon que la bioconversion est réalisée en flacon Schott ou en bioréacteur, le protocole 

et le nombre d’étapes de croissance permettant l’obtention de la biomasse varient. Le 

protocole général de réalisation des cultures préalables au lancement des bioconversions a été 

développé dans la Figure II.1.2.  

1.3.2 Récolte et lavage des bactéries  
 

Après la croissance, les bactéries sont récoltées pour réaliser la bioconversion. Des 

lavages sont nécessaires pour éliminer le milieu de culture et les métabolites formés au cours 

de la croissance (lactate et éthanol principalement) et le glucose non consommé. Deux lavages 

successifs au tampon « potassium phsophate buffer » (PPB) sont ainsi effectués. Au cours de 

cette étape, les bactéries sont également concentrées afin de disposer d’une concentration 

suffisante pour la bioconversion. Les protocoles de récolte et de lavages selon que la 

bioconversion est lancée en flacon Schott ou en bioréacteur sont décrits dans la Figure II.1.6.  
 

Afin de préparer 1 L de tampon PPB à 0,1 M et pH 6,4, 72,2 mL de KH2PO4 1 M 

(dihydrogénophosphate de potassium, 178,18 g dans 1 L d’eau osmosée) sont mélangés à 27,8 

mL de K2HPO4 1 M (hydrogénophosphate de di-potassium, 136,09 g dans 1 L d’eau 

osmosée) et 900 mL d'eau osmosée. Le pH de la solution tampon est alors mesuré afin de 

vérifier la valeur de consigne de 6,4. 
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Culture de L. reuteri en début de phase 
stationnaire 

(250 mL à DO = 4)

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

- Elimination du surnageant (~ 250 mL)
- Ajout de 100 mL de tampon PPB

- Elimination du surnageant (~ 100 mL)
- Ajout de 50 mL de tampon PPB 

- Elimination du surnageant (~ 50 mL)
- Ajout de 50 mL de glycérol à 200 mM

Flacon de production 
(50 mL de glycérol à 200 mM)

(DO = 20)

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

Culture de L. reuteri en début de phase 
stationnaire 

(5 L à DO = 6)
Séparation du milieu dans 6 pots de 1 L

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

- Elimination du surnageant (~ 800 mL/pot)
- Ajout de 500 mL/pot de tampon PPB

- Elimination du surnageant (~ 500 mL/pot)
- Ajout de 250 mL/pot de tampon PPB 

Bioréacteur de bioconversion 
(2,5 L de glycérol à 200 mM)

(DO = 12)

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

Centrifugation
5000 g / 10 min / 4°C

- Elimination du surnageant (~ 250 mL/pot)
- Ajout de 83 mL/pot d’eau osmosée
- Collecte des 6 suspensions cellulaires (V = 500 mL)
- Inoculation du bioréacteur avec suspension                            
cellulaire 

a) b)
 

Figure II.1.6 : Protocoles de récolte et lavages préalables à la bioconversion a) en flacon Schott, b) en 

bioréacteur. 
 

1.3.3 Bioconversion en mode « batch » 
 

1.3.3.1 Bioconversions en flacon Schott 
 

Suite à la troisième centrifugation (Figure II.1.6 a), le surnageant est éliminé et le culot 

cellulaire est remis en suspension dans le milieu de production (50 mL de glycérol à 200 mM 

dans de l’eau osmosée) à une DO initiale à 600 nm de 20 (environ 1,2.1010 UFC.mL-1). Les 

flacons de production sont placés à l’étuve à 37 °C sans agitation et un suivi de la 

bioconversion est réalisé par des prélèvements réguliers toutes les heures durant 5 h (mesure 

de la DO à 600 nm, observations microscopiques, dénombrement sur milieu MRS gélosé, 

analyse de la viabilité cellulaire par cytométrie en flux, dosages des composants du milieu par 

HPLC). En parallèle de cette production sur glycérol, des flacons « témoins » (contenant des 

bactéries en suspension dans de l’eau osmosée sans glycérol) sont incubés dans les mêmes 

conditions et suivis de manière similaire. 
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1.3.3.2 Bioconversions en bioréacteur 
 

1.3.3.2.1 Équipements utilisés et mesures réalisées 
 

Les bioconversions en mode « batch » sont réalisées dans un bioréacteur Biostat® A 

plus de 3 L (Sartorius Stedim, Aubagne, France ; Figure II.1.7) de volume utile égal à 2,5 L. 

Le bioréacteur est équipé d’un moteur d’agitation tournant à une vitesse de 100 rpm et de 

sondes mesurant la température et le pH (Easyferm K8 325, Hamilton, Bonaduz, Suisse), 

reliées à un ordinateur équipé d’un logiciel de suivi et de contrôle en ligne (MFCS/DA, 

Sartorius Stedim) et d’un logiciel d’acquisition de données (WCidus, INRA, Grignon, 

France). Au cours de la bioconversion, la température est régulée à 37 ± 1 °C grâce à un 

manteau chauffant placé autour de la cuve et à une circulation d’eau froide dans une gaine en 

acier inoxydable plongeant dans le milieu. Le pH est régulé à pH 3, 4, 5 ou 6 par ajout 

automatique de solutions d’hydroxyde de potassium (KOH 10 N) et d’acide chlorhydrique 

(HCl 5 N) à l’aide de pompes péristaltiques. Les paramètres contrôlés (vitesse d’agitation, 

température, pH), ainsi que les masses de base et d’acide apportées dans le bioréacteur sont 

mesurés tout au long des bioconversions. Le protocole de préparation et d’utilisation du 

bioréacteur Sartorius est présenté en Annexe 7. 

Au préalable, deux stérilisations sont réalisées : une première à vide (120 °C, 20 min), 

puis une seconde (110 °C, 20 min) après avoir rempli le bioréacteur avec le milieu de 

bioconversion (2 L d’eau osmosée supplémentée avec 45,5 g de glycérol, de manière à 

atteindre une concentration de 200 mM suite à l’inoculation avec les bactéries). 

 
Figure II.1.7 : Photographie du fermenteur Biostat® A plus (Sartorius Stedim, Aubagne, France) 

1.3.3.2.2 Mise en œuvre des bioconversions 
 

La bioconversion du glycérol débute au moment de l’ajout des 500 mL de suspension 

cellulaire lavée de L. reuteri DSM 17938 (DO initiale à 600 nm égale à 12, soit environ 

1,2.1010 UFC.mL-1). La concentration initiale en glycérol est alors de 18,2 g.L-1 (200 mM). 
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L’avancement de la bioconversion est suivi par la mesure en ligne du débit de KOH (et 

éventuellement de HCl) utilisé pour maintenir le pH constant. L’arrêt de l’ajout de KOH, 

corrélé à l’arrêt de la production de 3-HP par les bactéries, permettra de déterminer la fin de la 

bioconversion. Des mesures de DO à 600 nm sont effectuées toutes les heures afin de vérifier 

que celle-ci n’évolue pas (pas de croissance possible de L. reuteri sur glycérol). Comme dans 

le cas du suivi de la bioconversion en flacon Schott, des observations microscopiques, 

analyses de la viabilité cellulaire par cytométrie en flux et dosages des composants du milieu 

par HPLC sont effectués. 

1.3.4 Bioconversion en mode discontinu alimenté (mode « fed-batch »)  
 

1.3.4.1 Équipements utilisés et suivi des bioconversions 
 

Les bioconversions en mode « fed-batch » sont réalisées dans un bioréacteur Biolafitte 

Trytoni de 2 L (Pierre Gérin Technologies – Biolafitte, Mauze, France) avec un volume utile 

de 1,5 L (Figure II.1.8). Les logiciels de contrôle et d’acquisition des données en ligne sont 

les mêmes que ceux utilisés avec le bioréacteur Sartorius. Au cours de la bioconversion, la 

vitesse d’agitation est fixée à 250 rpm, la température est régulée à 37 ± 1 °C par circulation 

d’eau dans la double enveloppe du bioréacteur, et le pH est fixé à 5 par ajout automatique de 

solutions d’hydroxyde de potassium (KOH 10 N) et d’acide chlorhydrique (HCl 5 N) à l’aide 

de pompes péristaltiques. 

Avant chaque expérimentation, le bioréacteur est autoclavé à vide (120 °C, 20 min), 

puis à plein (110 °C, 20 min) une fois rempli avec 500 mL d’eau osmosée. 

 

Figure II.1.8 : Photographie du fermenteur Biolafitte Trytoni (Pierre Gérin Technologies – Biolafitte, 

Mauze, France) 
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1.3.4.2 Réalisation d’une bioconversion avec apport contrôlé de glycérol (mode 
« fed-batch ») 

 
La bioconversion démarre avec l’inoculation de L. reuteri DSM 17938 (500 mL de 

suspension cellulaire lavée) à une DO initiale à 600 nm de 24 (environ 2,4.1010 UFC.mL-1) et 

la mise en route de la pompe d’ajout du substrat (B. Braun, Melsungen, Allemagne). Le 

bioréacteur est ainsi alimenté à un débit volumique de 96 mL.h-1 avec des solutions de 

glycérol de concentration égale à 2,5, 5 ou 7 g.L-1, ce qui correspond à des débits massiques 

de 0,25, 0,5 et 0,7 gglycérol.h-1, respectivement. Le déroulement des bioconversions est suivi 

grâce au logiciel WCidus, par la mesure en ligne du débit de KOH (et HCl) utilisé(s) pour 

maintenir le pH constant. Comme précédemment, l’arrêt de l’ajout de KOH dans le 

bioréacteur indique la fin de la bioconversion. Des mesures de DO à 600 nm, des observations 

microscopiques et un dosage des composants du milieu par HPLC sont également réalisés 

toutes les heures.  

1.4 Analyses effectuées à l’échelle de la population bactérienne 
 

1.4.1 Correspondances entre les différentes mesures de la concentration bactérienne 
 

Afin d’accéder rapidement à un dénombrement des bactéries lors des suivis de 

croissance et de bioconversion, des corrélations entre la densité optique à 600 nm (DO) et la 

concentration cellulaire, exprimée en nombre de cellules.mL-1, ou en gramme de masse 

sèche.L-1 ou en UFC.mL-1 ont été effectuées pour les trois souches étudiées. Les résultats sont 

indiqués dans le Tableau II.1.2. 

Tableau II.1.2 : Résultats des corrélations entre densité optique (DO) à 600 nm et concentration 

cellulaire (exprimée en nombre de cellules.mL-1, ou en g.L-1 ou en UFC.mL-1) pour le dénombrement 

des bactéries correspondant aux trois souches de L. reuteri utilisées dans cette étude. 

L. reuteri DSM 20016 L. reuteri DSM 17938 L. reuteri ATCC 53608

Nb cellules /mL = f(DO) 2,76.108 DO 3,15.108 DO 2,93.108 DO

R2 0,996 0,995 0,996

Masse sèche g/L = f(DO) 0,519 DO + 0,20 0,383 DO + 0,18 0,732 DO + 0,08

R2 0,915 0,841 0,931

UFC/mL = f(DO) 6,64.108 DO 9,83.108 DO 6,14.108 DO

R2 0,977 0,999 0,998
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1.4.2 Analyse de la cultivabilité cellulaire et détermination de la masse sèche 
 

La concentration des suspensions bactériennes est traditionnellement déterminée par 

dénombrement des colonies sur milieu gélosé sélectif. Ces mesures sont réalisées en boîtes de 

Pétri, à chaque point d’analyse au cours de la fermentation ou de la bioconversion. Le milieu 

sélectif utilisé est du MRS gélosé préparé à partir d’un milieu MRS (Biokar Diagnostics, 55,3 

g.L-1) supplémenté d’agar (Biokar Diagnostics, 15 g.L-1) dans de l’eau osmosée, et stérilisé 20 

min à 120 °C. Les suspensions cellulaires sont diluées au dixième en série dans de l’eau 

physiologique (NaCl 150 mM, 9 g.L-1), afin d’obtenir entre 30 et 300 colonies par boîte. Trois 

dilutions successives sont ensemencées en masse et les boîtes de Pétri sont ensuite incubées 

48 h à 37 °C, sous atmosphère anaérobie (GENbox anaer, BioMérieux, Marcy l’Etoile, 

France). Les résultats sont exprimés en unités formant colonies par unité de volume 

(UFC.mL-1) et correspondent à la moyenne géométrique d’au moins trois dénombrements. 
 

Afin de déterminer la masse sèche de biomasse, un volume de 10 mL de la culture de L. 

reuteri est prélevé et filtré sur une membrane de 0,22 μm de diamètre de pore (Sartorius, 

Goettingen, Allemagne). Puis, le filtre est séché à 80 °C pendant 24 h. La mesure de la masse 

initiale de la membrane et de sa masse après filtration et séchage permet de calculer la masse 

de biomasse sèche produite. La mesure est réalisée en triplicat et le résultat est exprimé en 

masse de biomasse sèche par volume de milieu de culture (g.L-1). 

1.4.3 Analyse de la cinétique d’acidification des milieux de croissance et de bioconversion 
 

1.4.3.1 Principe et descripteurs de l’activité acidifiante 
 

Le CinAc® est un système permettant le suivi en continu et en parallèle de 

l’acidification de plusieurs milieux par des micro-organismes acidifiants, comme les bactéries 

lactiques. Il a été mis au point au GMPA (Spinnler and Corrieu, 1989) et est aujourd’hui 

commercialisé par AMS (Frépillon, France). Les différentes sondes pH utilisées sont reliées à 

un micro-ordinateur permettant l’acquisition en ligne des données. Les mesures fournies par 

les sondes permettent d’étudier en temps réel les cinétiques d’acidification (vitesse maximale 

d’acidification, pH à un temps t, temps de latence…) et de caractériser les micro-organismes à 

l’aide de descripteurs déterminés à partir de ces cinétiques. Afin de quantifier l’activité 

acidifiante de bactéries lactiques, et donc la croissance (en lien avec la production d’acide 

lactique) ou la production de 3-HP lors de la bioconversion, une série de descripteurs est 

calculée et affichée en temps réel par le système CinAc® : 
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- Vm : vitesse maximale d’acidification (min-1) 

- pHm et tm : pH et temps (en min) correspondant à la vitesse maximale d’acidification 

- tpHi : temps nécessaire pour atteindre un certain pHi (en min) 

 
1.4.3.2 Dispositif expérimental 

 
Le système CinAc® utilisé dans ce projet est constitué de quatre parties fonctionnelles 

(Figure II.1.9) : 

- un bain thermostaté régulé à ± 0,05 °C ; 

- 30 sondes pH (Ingold, Paris, France) et 2 sondes de température (Prosensor, 

Armenvillers, France) ; 

- une interface électronique constituée de quatre cartes. Une carte analogique, composée 

de 32 transmetteurs, assure la mise en forme du signal de chaque sonde (entre 0 et 10 

V). Trois cartes numériques, de type OPTO 22 (Tekelec Airtronic, Sèvres, France), 

permettent la conversion numérique/analogique, la gestion des actionneurs pour la 

régulation de la température, la communication entre l’ordinateur et les autres cartes ; 

- un ordinateur relié à l’interface et fonctionnant avec le logiciel d’exploitation WCinac, 

qui détermine la cinétique d’acidification en temps réel. 

 
Figure II.1.9 : Schéma simplifié du dispositif CinAc® : 1, électrode de pH ; 2, fiole contenant le 
milieu de croissance ou de bioconversion ; 3, bain-marie thermostaté ; 4, sonde de température ; 5, 
résistance chauffante ; 6, électrovanne d’admission d’eau froide ; 7, transmetteur de pH ; 8, 
transmetteur de température ; 9, interface électronique ; 10, ordinateur. D’après Wang (2005). 
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Le logiciel WCinac effectue simultanément, sur toutes les voies, l’étalonnage des 

sondes pH en deux points, l’acquisition et le stockage des données de pH selon une période 

prédéfinie, la régulation de la température du bain thermostaté, le calcul en temps réel de la 

vitesse d’acidification (dpH/dt) et des descripteurs, ainsi que les représentations graphiques 

sur écran (pH = f(t), vitesse acidification = f(t) et vitesse acidification = f(pH)). Il réalise aussi 

la conversion des données sous des formats compatibles avec d’autres logiciels (Excel par 

exemple). 
 

1.4.3.3 Protocole de mesure  
 

Le milieu utilisé pour la mesure de l’activité acidifiante de L. reuteri lors de sa 

croissance ou de la bioconversion du glycérol est composé respectivement de MRS ou de 

glycérol (18 g.L-1 dans de l’eau osmosée). Le milieu est réparti en fioles de 150 mL, 

stérilisées pendant 20 min à 110 °C, puis stockées à 4 °C jusqu’à leur utilisation, au plus tard 

72 h après la stérilisation. 30 min avant utilisation, chaque fiole est placée dans le bain-marie 

thermostaté du système CinAc® pour une mise à la température d’incubation (37 °C). Après 

ensemencement des fioles dans le bain-marie thermostaté à 37 °C, l’acquisition des données 

de pH est réalisée en continu toutes les 3 min, pendant environ 24 h et permet de déterminer la 

valeur des différents descripteurs explicités précédemment et utilisés dans cette étude. Les 

résultats correspondent à la moyenne des valeurs obtenues pour les trois répétitions. 
 

1.4.4 Étude de l’impact du 3-HP sur la croissance de L. reuteri 
 

Un lecteur de microplaques Bioscreen (Labsystems, Cergy-Pontoise, France) est utilisé 

pour évaluer la capacité de croissance des bactéries en milieu MRS frais en présence de 3-HP. 

Cette méthode consiste à suivre la croissance cellulaire, par mesure de la DO, pour plusieurs 

échantillons en parallèle, déposés dans les puits d’une microplaque, elle-même placée dans 

une enceinte thermostatée. Les résultats obtenus sont des courbes de croissance dont on peut 

extraire différents descripteurs, tels que la durée de la phase de latence, le taux de croissance 

maximal et la valeur de DO maximum, que l’on comparera en fonction des conditions 

expérimentales pour étudier l’impact de la présence du 3-HP sur la capacité de L. reuteri à 

croître en milieu liquide. 
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1.4.4.1 Système expérimental 
 

Le lecteur de microplaques Bioscreen est composé de quatre parties distinctes (Figure 

II.1.10) : 

- un incubateur contentant un plateau prévu pour deux microplaques stériles de 10x10 

micro-puits. La température d’incubation est régulée grâce à la circulation d’un liquide 

caloporteur (Heat transfert fluid, Labsystems) ; 

- un système d’agitation intégré ; 

- un lecteur de DO, composé de 8 filtres de 405 nm à 600 nm permettant la mesure en 

ligne de la turbidité de chaque puits à des longueurs d’onde spécifiques et à des 

intervalles de temps prédéfinis ; 

- un système informatique muni d’un logiciel d’analyse (Biolink, Labsystems) qui 

permet la visualisation en temps réel des courbes de croissance ainsi que l’exportation 

des données.  

 
Figure II.1.10 : Système Bioscreen utilisé pour la mesure de la reprise de croissance de L. reuteri :  

1, incubateur microbiologique contenant un plateau prévu pour deux microplaques ; 2, microplaques 

stériles de 10x10 micro-puits ; 3, fenêtre d’injection du fluide caloporteur pour la régulation de la 

température ; 4, emplacement de la lampe halogène et des filtres de longueurs d’onde ; 5, cellule de 

mesure de la turbidimétrie ; 6, système informatique et logiciel d’analyse Biolink. 
 

1.4.4.2 Protocole de mesure  
 

Les mesures de densité optique sont réalisées dans les micro-puits, dans lesquels sont 

introduites les suspensions cellulaires à tester (volume total par puits = 400 µL). Un couvercle 

permet d’éviter toute évaporation. L’ensemble est incubé à 37 °C pendant 48 h. La densité 

optique à 600 nm est mesurée toutes les 15 min, après une agitation de 30 s, et enregistrée par 

le logiciel Biolink (Labsystems). Au minimum deux répétitions sont réalisées pour chaque 

échantillon. 
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1.4.4.3 Stress appliqué : protocole et plans de plaques 
 

A l’issue d’une pré-culture (réalisée comme exposé dans le paragraphe II.1.2.1), des 

cellules de L. reuteri sont mises en croissance en micro-plaque sur milieu MRS supplémenté 

en glucose, à des DO d’ensemencement comprises entre 10-1 et 10-10. Afin d’étudier l’impact 

de la présence de 3-HP sur la capacité des bactéries à croître, une solution de 3-HP est ajoutée 

dans le milieu de culture après ensemencement des bactéries. Quatre concentrations (0,1, 0,5, 

1 et 5 g.L-1) ont été choisies dans la gamme de concentration attendue lors de la bioconversion 

du glycérol et testées dans le cadre de cette étude. Le plan de plaque réalisé dans le cas de la 

souche DSM 17938 ainsi que le protocole de dilution opéré sont détaillés sur la Figure II.1.11. 

Des plans de plaque similaires ont été réalisés pour l’étude de l’impact du 3-HP sur les deux 

autres souches. 
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Figure II.1.11 : Plan de plaque utilisé pour le test de toxicité du 3-HP au cours de la croissance de L. 
reuteri sur milieu MRS supplémenté en glucose. 
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1.4.5 Analyse et dosage des constituants des milieux de croissance et de bioconversion 

 
1.4.5.1 Identification de la nature des constituants du milieu par GC-MS 

 
La chromatographie en phase gazeuse (GC) permet de séparer des mélanges de 

composés volatiles ou susceptibles d’être vaporisés, par suite d’équilibres entre une phase 

gazeuse mobile et une phase stationnaire. Le schéma d’ensemble d’un chromatographe en 

phase gazeuse est donné sur la Figure II.1.12. 

 
 

Figure II.1.12 : Schéma d’ensemble d’un chromatogramme en phase gazeuse (GC)28 
 

1.4.5.1.1 Système expérimental 
 

Le chromatographe en phase gazeuse (Saturne 2000, Varian/Agilent Technologies, Les 

Ulis, France) se compose de trois parties : la chambre d’injection et vaporisation, la colonne et 

le détecteur. 1 µL de l’échantillon est d’abord introduit avec une micro-seringue dans la 

chambre de vaporisation où il est porté à l’état de vapeur puis amené dans le flux gazeux en 

tête de colonne. Celle-ci (colonne polydiméthylsiloxane « SPB1 », 30 m x 0,25 mm, Agilent 

Technologies), placée dans une enceinte thermostatée, se présente sous la forme d’un tube 

capillaire de silice, enroulé sur lui-même. Entraînés par un gaz vecteur inerte (de l’hélium), 

                                                 
 

28 http://www.lrmh.fr/lrmh/html/principechromato.htm (consulté en août 2015) 
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les analytes sont séparés en fonction de leur capacité d’interaction avec la phase stationnaire 

greffée sur la silice (e = 0,25 µm). L’analyse dure 60 min pendant lesquelles la température 

est augmentée par palier (40 °C/1 min, 80°C/1,33 min, 260 °C/57,66 min). Le spectromètre de 

masse (MS pour « mass spectrometer ») permet ensuite la détection et l’identification de 

chaque composé en sortie de colonne. 

En sortie de colonne chromatographique, les analytes pénètrent dans la chambre 

d’ionisation après avoir été séparés. Un bombardement électronique provoque alors une 

ionisation et une fracture plus ou moins importante des molécules. Les ions formés dans la 

source sont ensuite accélérés et focalisés par une électrode chargée positivement vers 

l’analyseur : le quadripôle. L’étude de la trajectoire suivie par chaque ion permet de 

déterminer son rapport « masse sur charge » (m/z). Seuls les ions qui ont une trajectoire stable 

vont pouvoir traverser le quadripôle (qui balaye les m/z de 50 à 500) et arriver au détecteur, 

les autres étant éjectés. Le détecteur recueille alors ces ions séparés par l’analyseur en 

fonction de leur rapport m/z. Enfin, un ordinateur va assurer le traitement des données et 

fournir un spectre de masse permettant l’identification de chaque molécule composant le 

mélange injecté, préalablement séparée par chromatographie. 
 

1.4.5.1.2 Préparation des échantillons  
 

Dans une première étape, les molécules à analyser sont dérivatisées à l’aide de N-O-bis-

triméthylsylile-trifluoroacétamide (BSTFA, réactif de dérivatisation ou silylation), pour 

obtenir des esters triméthylslyles volatils (TMS). Une étape d’extraction préalable peut être 

nécessaire, lorsque la ou les molécules d’intérêt se trouvent en phase aqueuse. Cette étape 

permet également de concentrer les échantillons afin de s’assurer d’être au dessus du seuil de 

détection. Dans une seconde étape, ces esters triméthylsyliles sont analysés par GC-MS. 
 

Dans le cas des solutions commerciales pures (glycérol, 1,3-PDO), les échantillons sont 

préparés directement à une concentration de 2 g.L-1 dans une solution de dichlorométhane 

pestipur (CH2Cl2, Sigma-Aldrich, Lyon, France). Ils sont ensuite aliquotés puis séchés sur du 

sulfate de sodium anhydre (Na2SO4, Sigma-Aldrich, Lyon, France). Une fois secs, 5 µL de 

ces échantillons sont placés dans des vials contenant 5 µL de pyridine (Sigma-Aldrich, Lyon, 

France) et 50 µL de BSTFA (Sigma-Aldrich, Lyon, France). Le volume d’injection de ce 

mélange dans la colonne est de 1 µL. La quantité d’échantillon injectée est donc de l’ordre de 

200 ng. Il en va de même dans le cas du 3-HPA synthétisé par voie chimique. 
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Dans le cas de la solution commerciale de 3-HP (TCI-Europe, Zwyndrecht, Belgique; 

3,6 M à 30 % dans l’eau) et du mélange issu de l’étape de bioconversion, l’environnement 

étant aqueux, il est nécessaire d’extraire les composés d’intérêt (glycérol, 1,3-PDO, 3-HPA, 3-

HP). De plus, étant donnée la faible concentration des produits issus de la bioconversion du 

glycérol par L. reuteri, il convient également de concentrer ces molécules. La Figure II.1.13 

résume ces deux étapes. 
 

L’extraction est réalisée à pH acide (ajout de quelques gouttes d’HCl 6 N de façon à 

obtenir un pH inférieur au pKa de la molécule à extraire), par ajout de 20 mL de 

dichlorométhane dans 2 mL de solution commerciale de 3-HP ; ou de 30 mL dans 30 mL de 

mélange issu de la bioconversion. La phase organique, contenant les molécules d’intérêt et 

plus dense que la phase aqueuse, est récupérée (Figure II.1.13). La phase aqueuse est alors 

lavée deux fois au dichlorométhane, par ajout successif de deux fois 20 mL dans le cas de la 

solution de 3-HP et deux fois 30 mL dans le cas du milieu de bioconversion, et les phases 

organiques sont à nouveau collectées.  

(dichlorométhane + 
glycérol, 1.3 PDO, 3-
HP)

 
Figure II.1.13 : Schéma de synthèse des phases d’extraction et de concentration des produits de la 
bioconversion avant injection en GC-MS 
 

Pour évaporer et concentrer le solvant, un évaporateur rotatif est utilisé (Figure II.1.13) 

afin d’éliminer rapidement le dichlorométhane par évaporation. Le principe est basé sur 

l’abaissement du point d’ébullition du solvant volatil avec la pression. Cette étape est 

effectuée à 40 °C, le ballon contenant la phase organique étant en rotation à 700 rpm.  
 

Une fois la totalité du solvant évaporé et chassé dans le ballon de récupération, le 

contenu de la phase organique restant dans le ballon est récupéré dans 1,8 mL de 

dichlorométhane. Ces échantillons sont ensuite aliquotés puis séchés sur du sulfate de sodium 
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anhydre. Lorsque les échantillons sont secs, 5 µL sont placés dans des vials contenant 5 µL de 

pyridine et 50 µL de BSTFA. 1 µL de ce mélange est ensuite injecté dans la colonne.  
 

1.4.5.1.3 Analyse des résultats 
 

Les résultats obtenus se présentent sous la forme de chromatogrammes sur lesquels 

chaque pic correspond à une molécule identifiable par son spectre de masse. Les spectres de 

masse de chacune des molécules de la voie de biosynthèse du 3-HP (à l’exception des 

molécules du système 3-HPA dont l’analyse et l’identification ont fait l’objet d’une 

publication détaillée ; cf. partie II.4) sont présentés Figure II.1.14. 
  

 

Glycérol
Tr = 16,2 min

3-HP
Tr = 10,8 min

1,3-PDO
Tr = 8,4 min

 

Figure II.1.14 : Spectres de masse des dérivés TMS du glycérol, du 3-HP et du 1,3-PDO, obtenus 

après analyses en GC-MS. Les temps de rétention sont indiqués pour chaque molécule. 

1.4.5.2 Dosage des constituants du milieu par HPLC 
 

1.4.5.2.1 Système expérimental 
 

La chromatographie permet la séparation d'un ou de plusieurs composés d'un mélange 

en vue de leur identification et de leur quantification, grâce à un étalonnage préalable avec le 
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composé pur. Le principe de cette analyse repose sur une séparation des composés en solution 

en fonction de leur affinité respective pour la phase mobile et la phase stationnaire. La 

colonne échangeuse de cations Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) permet l’analyse des 

carbohydrates, des acides carboxyliques, des acides gras à chaîne courte, des alcools, des 

cétones et de nombreux autres métabolites en solution. Elle est donc fréquemment utilisée 

pour les suivis de fermentation.  
 

Pour effectuer le dosage, 20 μL d’échantillon sont injectés grâce à un injecteur 

automatique (Waters 717 plus, Molsheim, France) sur la colonne échangeuse de cations 

(Aminex Ion Exclusion HPX-87H 300×7,8 mm, Biorad, Richmond, USA), thermostatée à 50 

°C dans un four. Le débit de la phase mobile (H2SO4, 0,005 M) est fixé à 0,6 mL/min (élution 

isocratique grâce à une pompe LC-6A, Shimadzu, Courtaboeuf, France). Les composés sont 

détectés par réfractométrie (RI : Refractive Index, Waters 410, Millipore) et UV à 210 nm 

(Ultra Violet, Waters 2489, Millipore). 
 

1.4.5.2.2 Préparation des échantillons  
 

Plusieurs étapes sont nécessaires pour préparer l'échantillon avant son injection 

(précipitation des composés protéiques, centrifugation, filtration et dilution). Ainsi, une fois 

prélevés, les échantillons sont dilués au demi dans de l’acide trichloroacétique (TCA 24 %, 

Prolabo, Paris, France) afin de précipiter les cellules, les débris cellulaires et les protéines. 

Après centrifugation à 13 000 g pendant 2 min, les surnageants sont filtrés sur nylon (0,22 

μm, Millipore, Guyancourt, France) et conservés à 4 °C (7 jours au maximum). Avant 

analyse, les filtrats sont dilués dans de l'eau Milli-Q, pour atteindre des concentrations 

comprises entre les bornes inférieures et supérieures des gammes étalons de chaque composé.  
 

Un étalon interne est utilisé afin de s’affranchir de l’éventuelle erreur sur le volume 

injecté et de la variation de la réponse du détecteur dans le temps. Le dosage par étalonnage 

interne repose sur l’ajout en quantité parfaitement connue et unique, dans toutes les solutions 

étalon et tous les échantillons, d’une molécule qui sert de référence durant les phases de 

l’analyse. Le  dosage, plutôt que d’être réalisé de façon absolue à partir d’une droite 

d’étalonnage de l’analyte cible (étalonnage externe), se fait de façon relative par rapport à 

cette molécule de référence. Son temps de rétention doit donc être différent de celui des 

composés à doser pour que les pics soient bien distincts. L’acide propionique (1 % v/v) est 

utilisé comme étalon interne pour le dosage des métabolites de la croissance bactérienne 
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(glucose, acide lactique, acide acétique, éthanol). Dans le cas de la bioconversion (dosage du 

glycérol, du 3-HPA, du 3-HP et du 1,3-PDO), c’est l’acide citrique (10 g.L-1) qui est employé.  

Le glycérol, le 3-HPA et le 1,3-PDO sont analysés et dosés par le détecteur RI, le 3-HP 

par le détecteur UV à 210 nm. Comme le 3-HP et le glycérol présentent le même temps de 

rétention en RI dans nos conditions d’analyse, l’aire de la contribution du 3-HP au signal 

obtenu en RI est calculée à partir de sa concentration estimée en UV. Au pic correspondant au 

glycérol + 3-HP en RI, on retranchera alors la contribution du 3-HP pour calculer la 

concentration en glycérol. Préalablement à l’analyse des échantillons, une gamme 

d’étalonnage est réalisée pour chaque composé d’intérêt du milieu de croissance ou de 

bioconversion, en utilisant l’étalon interne adéquat. Pour chacun d’entre eux, on injecte une 

solution étalon (composé pur) de concentration connue, à laquelle on a ajouté l’étalon interne. 

On calcule ensuite le rapport entre l’aire du pic correspondant au composé et l’aire du pic 

correspondant à l’étalon interne. Cela permet d’établir la courbe d’étalonnage : concentration 

(g.L-1) = f (ratio d’aire des pics). 
 

1.4.5.2.3 Analyse des résultats 
 

Les résultats sont enregistrés et traités par le logiciel Millenium (Waters Associates, 

Molsheim, France). Les composés sont alors identifiés grâce à leur temps de rétention (Tr), 

par comparaison avec le temps de rétention de chaque composé pur (= étalon) analysé dans 

les mêmes conditions. Les temps de rétention des différentes molécules d’intérêt en fonction 

des détecteurs utilisés sont précisés dans le Tableau II.1.3. 

 

Tableau II.1.3 : Temps de rétention (en min) des molécules dosées par HPLC en fonction des deux 

détecteurs utilisés (RI : Refractive Index ; UV : Ultra Violet à 210 nm) 

Composé Temps de rétention 
RI (min) 

Temps de rétention 
UV (min) 

Glucose 9,6 / 
Éthanol 21,9 / 

Acide lactique 13,1 12,8 
   

Glycérol 13,4 / 
3-HPA 15,0 / 
3-HP 13,4 13,1 

1,3-PDO 17,7 / 
   

Acide propionique 18,6 18,3 
Acide citrique 8,3 7,9 
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1.4.5.3 Analyse par RMN C13 

 
1.4.5.3.1 Système expérimental 

 
La bioconversion du glycérol a été suivie in situ par résonnance magnétique nucléaire 

(RMN) afin d’identifier précisément les métabolites produits et particulièrement les molécules 

du système 3-HPA. Les spectres 13C ont été obtenus grâce à un spectrophotomètre 75 MHz 

Bruker (Fourier 300, Bruker Biospin, Wissembourg, France) avec une largeur spectrale de 

25,000 Hz et un temps de relaxation de 2 s. Les champs ont été stabilisés par verrouillage 

(lock) sur de l’eau deutérée D2O (Euriso-Top, Saint-Aubin, France). Du glycérol marqué en 
13C sur les trois atomes de carbone (Euriso-Top) a été utilisé pour réaliser les bioconversions.  

1.4.5.3.2 Préparation des échantillons  
 

Les bactéries sont récoltées en début de phase stationnaire de croissance, lavées au 

tampon PPB comme décrit auparavant (cf. partie II.1.3.2) et resuspendues dans 50 mL d’une 

solution de glycérol 13C (200 mM dans de l’eau osmosée) à une DO600 nm de 20. 0,9 mL de 

milieu de bioconversion et 0,1 mL de D2O sont introduits dans des tubes à RMN et la 

bioconversion du glycérol est suivie in situ à 37 °C pendant 3 h avec une acquisition de 

spectre toutes les 30 min.  

1.4.5.3.3 Analyse des résultats 
 

Les résultats obtenus se présentent sous la forme de spectres RMN, que l’on comparera 

avec les spectres de chaque molécule de la voie de bioconversion du glycérol (spectres de 

référence du glycérol, du 3-HPA, du 3-HP et du 1,3-PDO) et aux bases de données existantes. 

1.5 Analyses effectuées à l’échelle de la cellule unique par cytométrie en flux 
 

L’état physiologique des bactéries est évalué au cours des croissances cellulaires, des 

bioconversions et des différents tests d’inhibition, par épifluorescence couplée à la cytométrie 

en flux. Les méthodes associées à cette détermination sont basées sur l’utilisation de 

marqueurs fluorescents, jouant un rôle d’indicateurs d’activité biologique ou d’indicateurs 

structuraux, tels que l’activité enzymatique, le pH intracellulaire, l’intégrité membranaire ou 

l’état de stress oxydatif. La quantification de la fluorescence et le dénombrement des cellules 

sont réalisés par cytométrie en flux. Cette technique permet d'étudier sur un temps court 

(quelques min) un grand nombre de cellules uniques. 
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1.5.1 Détection de la fluorescence de cellules uniques par cytométrie en flux 
 

1.5.1.1 Système expérimental 
 

Après marquage des cellules, les analyses de fluorescence sont réalisées sur un 

cytomètre en flux de type Bactiflow (AES-Chemunex / Biomérieux, Marcy l’Etoile, France, 

Figure II.1.15 a). Ce système est équipé d’une source laser argon à 488 nm (bleu) et de quatre 

détecteurs présentant les caractéristiques suivantes : 

- un détecteur FSC (forward-angle light scatter) qui détecte la lumière dans l’axe de la 

lumière incidente et donne des informations sur la taille cellulaire (Figure II.1.15 c) 

- un détecteur SSC (side-angle light scatter) qui détecte la lumière à 90° par rapport à la 

lumière incidente et informe sur la granularité de la cellule. Cette granularité correspond 

à la complexité de la cellule (densité des organites, irrégularités internes ou de surface, 

Figure II.1.15 b). 

- un filtre passe bande (de 530 ± 15 nm) FL1 qui détecte la fluorescence verte 

- un filtre passe long (> 630 nm) FL2 qui détecte la fluorescence rouge. 

a) b)

c)

 
 
Figure II.1.15 : a) Système Bactiflow utilisé pour les analyses effectuées par cytométrie en flux. 

Évaluation de b) la granularité par le système SSC et c) la taille des cellules par le système FSC29  
 

Chaque faisceau lumineux sélectionné est envoyé sur un photomultiplicateur avant 

d’être converti en signal numérique. Par ailleurs, ce cytomètre est équipé d’un système de 

                                                 
 

29 http://acces.ens-lyon.fr 
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comptage volumétrique qui permet de dénombrer les cellules contenues dans un volume de 

200 μL. De l’eau ultra-pure (Milli-Q Advantage A10, Millipore, Guyancourt, France) est 

utilisée comme liquide de gaine pour l’entraînement et l’alignement des cellules devant le 

laser (Figure II.1.16). Le débit est fixé à 2 μL.s-1.  

 

Figure II.1.16 : Principe de la focalisation des cellules devant le laser au sein de la cellule d’analyse 

1.5.1.2 Acquisition et analyse des données 
 

Les données de fluorescence sont collectées et analysées par le logiciel d’analyse 

Flomax (Sysmex/Partec, Villepinte, France), qui fournit des histogrammes (nombre 

d’évènements détectés en fonction du signal d’un détecteur, Figure II.1.17) et des 

cytogrammes (nombre d’évènements détectés en fonction de l’intensité de fluorescence, 

Figure II.1.17), auxquels sont associés des tableaux statistiques recensant le nombre, la 

concentration et le pourcentage de cellules présentes dans chaque zone du cytogramme ainsi 

que leur moyenne d’intensité de fluorescence. Un réglage préalable des gains et de la 

compensation est nécessaire pour interpréter correctement les histogrammes et cytogrammes. 

Après identification des cellules par rapport aux évènements totaux sur la base de leurs 

caractéristiques de taille (FSC) et de granulosité (SSC), les fluorescences issues des détecteurs 

FL1 et FL2 sont étudiées. Les résultats obtenus informent sur le pourcentage de cellules 

marquées et l’intensité de fluorescence moyenne de ces cellules. 

1.5.2 Marquages des cellules 
 

Différents marqueurs fluorescents sont utilisés au cours de ce travail afin d’évaluer : 

- l’intégrité membranaire (marquage à l’iodure de propidium, IP), donnant une information 

sur la mortalité cellulaire 
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- l’activité enzymatique (activité estérasique) des cellules, donnant une indication sur la 

viabilité cellulaire (marquage au diacétate de carboxyfluorescéine, cFDA) 

- l’état de stress oxydatif (marquage au dihydroéthidium, DHE) 

- le pH intracellulaire (marquage à l’ester succinimidyl de diacétate de 

carboxyfluorescéine, cFDA-SE). 
 

Avant tout marquage, les suspensions cellulaires à analyser sont diluées dans un tampon 

spécifique favorisant la pénétration des marqueurs, afin d’obtenir une concentration comprise 

entre 5.105 et 2.106 cellules.mL-1. Cette concentration en cellules est optimisée pour les 

marquages et les analyses ultérieures par cytométrie en flux. Le tampon Mac Ilvaine pH 7,3 

(acide citrique 0,1 M, Fisher Chemical, Elancourt, France ; disodium dihydrogénophosphate 

0,2 M, J.T. Baker, Deventer, Pays-Bas) est utilisé pour les marquages de viabilité et mortalité. 

Un tampon phosphate (PBS 0,1 M ; pH 7,4) est utilisé pour l’estimation de l’état d’oxydation 

cellulaire et la mesure du pH intracellulaire. 
 

1.5.2.1 Viabilité et mortalité cellulaire 
 

Les fluorochromes Chemchrom V8 (Biomérieux, Marcy l’Etoile, France), à base de 

diacétate de carboxyfluorescéine, et iodure de propidium (Sigma-Aldrich, Lyon, France) sont 

respectivement utilisés pour les mesures de viabilité cellulaire (i.e. mesure d’activité 

estérasique) et de mortalité (i.e. mesure d’intégrité membranaire). La solution de Chemchrom 

V8 utilisée est diluée à 10 % v/v dans de l’acétone et conservée à -20 °C. La solution d’iodure 

de propidium est préparée à 1 g.L-1 (1,496 mM) dans de l’eau distillée et conservée à 4 °C. 
 

Pour les mesures de viabilité, 10 μL de Chemchrom V8 sont ajoutés à 1 mL de la 

suspension cellulaire préalablement diluée dans le tampon Mac Ilvaine pH 7,3. Le mélange 

est ensuite incubé à 40 °C pendant 10 min au bain-marie, avant analyse directe au cytomètre 

en flux. Pour les mesures d’intégrité membranaire, 10 μL d’IP sont ajoutés à 1 mL de 

suspension cellulaire diluée dans le même tampon. L’analyse au cytomètre en flux est réalisée 

directement après une incubation à 40 °C pendant 10 min. 
 

Des analyses biparamétriques, combinant ces deux marqueurs, sont réalisées afin de 

différencier simultanément les cellules viables (marquées uniquement au cFDA), mortes 

(marquées uniquement à l’IP) et altérées (marquées par les deux fluorochromes). Pour ce 

faire, les échantillons dilués sont incubés simultanément avec 10 μL d’IP et 10 μL de 
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Chemchrom V8 pendant 10 min à 40 °C, avant analyse par cytométrie en flux. Un exemple de 

cytogramme obtenu après analyses biparamétriques est présenté sur la Figure II.1.17.  
 

 
Figure II.1.17 : Cytogramme obtenu par cytométrie en flux après double marquage cFDA – IP. Les 

cellules marquées au cFDA (viables) peuvent être observées dans le cadrant Q4, les cellules marquées 

à l’IP (mortes) dans le cadrant Q1, les cellules doublement marquées (altérées) en Q2 et les cellules 

non marquées en Q3. 
 

1.5.2.2 Stress oxydatif 
 

L’état d’oxydation cellulaire est estimé par la quantification de l’une des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS), l’ion hydroxyde (OH-), grâce au dihydroéthidium (DHE, 

Biomérieux, Marcy l’Etoile, France). Avant le marquage, la suspension cellulaire est diluée à 

106 cellules/mL dans du tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4), puis 10 μL de la solution mère 

de DHE (0,1 mM dans DMSO, stockée à -20 °C, Invitrogen-Molecular Probe, Eragny-sur-

Oise, France) sont ajoutés à 1 mL de suspension cellulaire diluée. Le mélange est ensuite 

incubé à 40 °C pendant 10 min, avant d’être analysé par cytométrie en flux.  
 

La mise au point du marquage du stress oxydatif des cellules par cytométrie en flux 

nécessite l'analyse de différentes conditions témoins (i.e. cellules stressées et non stressées) 

permettant de régler les gains du signal de fluorescence et ainsi de distinguer les différentes 

sous-populations. La première étape consiste à marquer une culture cellulaire "fraîche" 

n'ayant subi aucun stress. Au cours de la deuxième étape, une culture cellulaire stressée 

(chauffée à 80 °C pendant 10 min) est marquée au DHE puis analysée par cytométrie en flux. 
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Pour terminer, une analyse d’une suspension correspondant à un mélange 50/50 de cellules 

fraîches et stressées est réalisée, afin de vérifier le positionnement les pics des différentes 

populations cellulaires. Le résultat de cette mise au point est présenté sur la Figure II.1.18.  
 

 
Figure II.1.18 : Cytogramme obtenu par cytométrie en flux après marquage au DHE d’un mélange 

constitué de 50 % de bactéries stressées (10 min à 80 °C) et de 50 % de bactéries fraîches. Les cellules 

marquées au DHE, dont la fluorescence rouge est détectées par FL2, sont observées dans le cadrant Q1 

et les cellules non marquées dans le cadrant Q3. 
 

1.5.2.3 pH intracellulaire 
 

La mesure du pH intracellulaire (pHi) est réalisée par marquage des cellules avec le 

fluorochrome cFDA-SE (carboxyfluoresceine diacetate succinimidyl-ester) et mesure de 

l’intensité de fluorescence des cellules par cytométrie en flux. La solution de cFDA-SE 

utilisée (8,96 μM) est préparée à partir d’une solution-mère à 44,8 μM (Invitrogen-Molecular 

Probes) diluée dans de l’acétone. Les échantillons cellulaires sont tout d’abord dilués dans le 

tampon PBS pH 7,4. 5 μL de cFDA-SE sont ensuite ajoutés à 1 mL de la suspension cellulaire 

diluée. Le mélange est incubé à 40 °C pendant 10 min au bain-marie. Les échantillons sont 

alors centrifugés pendant 1 min 30 à 14 000 g et le culot cellulaire remis en suspension dans 1 

mL de tampon PBS pH 7,4. 
 

Une courbe de calibration exprimant la relation entre l’intensité de fluorescence du 

cFDA-SE mesurée par le cytomètre en flux et le pH intracellulaire est réalisée en parallèle de 

chaque prélèvement de la bioconversion/du test d’inhibition, du fait de l’évolution de l’état 
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physiologique des bactéries dans le temps. Cette courbe de calibration est obtenue en utilisant 

des cellules dont le pH intracellulaire est, au préalable, équilibré avec le pH extracellulaire 

(pHe). Cet équilibre entre pHi et pHe est réalisé par ajout de valinomycine, qui rend la 

membrane plasmique perméable aux ions potassium, et de nigéricine, qui permet l’échange 

des ions potassium et des protons. L’action combinée de ces deux composés dissipe la force 

proto-motrice, ce qui équilibre les pH intra- et extracellulaires.  
 

Pour réaliser la courbe étalon, les cellules, prélevées à un temps t et préalablement 

marquées au cFDA-SE et centrifugées, sont remises en suspension dans 1 mL de tampon PBS 

à différents pHs (pH 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 et 7,5). Le pH intracellulaire des cellules de chaque 

mélange est ensuite équilibré avec le pH externe, par ajout de 5 μL de valinomycine (0,2 mM, 

Sigma-Aldrich, Lyon, France) et de 5 μL de nigéricine (0,2 mM, Sigma-Aldrich, Lyon, 

France) pour une concentration finale de chaque antibiotique de 1 μM. Après 1 min 

d’incubation à température ambiante, l’intensité de fluorescence de chaque suspension est 

mesurée par cytométrie en flux. Les courbes étalons sont établies pour chaque suspension 

cellulaire testée en reportant l’intensité de fluorescence moyenne de la population (IF) en 

fonction du pH des cellules équilibrées (Figure II.1.19). 
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Figure II.1.19 : Courbe étalon pour la mesure du pH intracellulaire d’un échantillon cellulaire prélevé 

lors d’un test d’inhibition par le 3-HP sur L. reuteri DSM 17938 
 

La mesure du pH intracellulaire de la suspension cellulaire est effectuée en parallèle de 

la gamme étalon, en utilisant le même protocole de marquage, mais sans équilibration du pHi 

et du pHe. A cet effet, 100 μL de cellules marquées sont remises en suspension dans 1 mL de 

tampon PBS au pH du milieu. La comparaison de la mesure de l’intensité de fluorescence de 

cette suspension, réalisée par cytométrie en flux, avec la courbe étalon permet de déterminer 

le pH intracellulaire des cellules. 
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2 – Extraction liquide-liquide réactive du 3-HP assistée par contacteur à 
membrane 
 
2.1 Préparation des phases organiques et des phases aqueuses modèles 
 

2.1.1 Préparation des phases aqueuses modèles et réelles 
 

Les solutions aqueuses de 2-HP et 3-HP aux différentes concentrations testées (entre 0,5 

et 5 g.L-1) sont préparées à partir de solutions aqueuses commerciales (TCI-Europe, 30 % 

m/m pour le 3-HP et Sigma-Aldrich, 30 % m/m pour le 2-HP). Pour certaines expériences, le 

pH initial des solutions est ajusté entre 3 et 7 avec de l’HCl 12 N et du KOH 10 N. Les 

valeurs de pH sont mesurées avec un pHmètre Jenco vision 6071. 

Les milieux modèles de bioconversion sont préparés à partir de 3-HP (TCI-Europe, 30 

% m/m en solution aqueuse), de glycérol (Sigma-Aldrich, Lyon, France), de 1,3-PDO (Sigma-

Aldrich, Lyon, France) et de 3-HPA synthétisé selon la méthode décrite dans la partie II.4. 

Les milieux réels de bioconversion utilisés sont obtenus après bioconversion du glycérol en 

flacons Schotts par L. reuteri selon le protocole décrit dans la partie II.1.3. 

2.1.2 Préparation des phases organiques d'extraction 
 

Une amine tertiaire (TOA, Sigma-Aldrich, Lyon, France) et un sel d’ammonium 

quaternaire (Aliquat 336, Tableau II.2.1, Sigma-Aldrich, Lyon, France) sont utilisés comme 

extractants et dilués dans du n-décanol (Sigma-Aldrich, Lyon, France). Quatre ratios d’amines 

différents sont préparés : 20/0, 18/2, 15/5 et 10/10 % v/v dans du n-décanol 80 %. 

Tableau II.2.1 : Pureté des différents composants de la phase organique et composition de l’Aliquat 

336 données par le fournisseur (Sigma-Aldrich, Lyon, France) 

Molécule Composition Pourcentage 

n-décanol n-décanol 99 % 

TOA TOA 98 % 

Aliquat 336 Trioctylmethylammonium chloride 

Octan-1-ol 

Décan-1-ol 

Amines, tri-C8-10-alkyl 

75 – 90 % 

5 – 10 % 

3 – 10 % 

2 – 5 % 
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2.1.3 Mesure des viscosités des phases organiques  
 

2.1.3.1 Système expérimental 
 

La viscosité de chaque phase organique testée pour l’extraction réactive du 3-HP et du 

2-HP est mesurée à 25 °C avec un rhéomètre rotationnel Contraves, Rheomat RM 115 

(ProRheo GmbH, Althengstett, Allemagne) avant et après extraction. 

 

Figure II.2.1 : Photographie du viscosimètre Contraves Rheomat 115 utilisé pour les mesures de 

viscosité des phases organiques extractantes testées 

2.1.3.2 Protocole de mesure  
 

La mesure consiste à soumettre les différents échantillons à 15 niveaux de vitesse de 

rotation différents. Le couple de rotation est alors affiché pour chaque niveau. Avec cette 

valeur, il est possible de calculer la viscosité de chaque échantillon en multipliant par un 

facteur de conversion qui dépend du système utilisé. La contrainte de cisaillement est ainsi 

obtenue. Afin d'obtenir la viscosité, il est nécessaire de tracer les valeurs de la contrainte de 

cisaillement τ en fonction du gradient de vitesse, dont les valeurs sont données en rad.s-1. Si la 

phase organique testée est un liquide Newtonien, la courbe obtenue, appelée rhéogramme, est 

une droite dont la pente correspond à la viscosité de l’échantillon en mPa.s (Figure II.2.2). 
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Figure II.2.2 : Exemples de rhéogrammes obtenus pour les trois composants purs de la phase 

organique extractante. Décanol, TOA et Aliquat 336 correspondent bien à des liquides de type 

Newtonien. 

2.1.3.3 Analyse des résultats 
 

Les résultats des mesures de viscosité pour l’ensemble des phases organiques 

extractantes testées sont récapitulés dans le tableau II.1.2. L’Aliquat 336 est extrêmement 

visqueux (1176,5 mPa.s) au contraire du n-décanol et du TOA (respectivement 11,6 et 7,9 

mPa.s). Une augmentation du pourcentage d’Aliquat 336 en phase organique augmente donc 

significativement la viscosité du mélange. 
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Tableau II.1.2 : Résultats des mesures de viscosité des différentes phases organiques extractantes 
testées 

 
Phase organique Viscosité à 25°C 

(mPa.s) 
n-décanol 11,6 ± 0,1 

TOA 7, 9 ± 0,1 

Aliquat 336 1176,5 ± 3,1 
TOA 10 % + n-décanol 90 % 11,9 ± 0,2 

TOA 20 % + n-décanol 80 % 11,9 ± 0,1 
TOA 30 % + n-décanol 70 % 11,0 ± 0,1 
TOA 40 % + n-décanol 60 % 11,4 ± 0,1 

Aliquat 336 10 % + n-décanol 90 % 14,6 ± 0,1 
Aliquat 336 20 % + n-décanol 80 % 23,2 ± 0,2 

Aliquat 336 30 % + n-décanol 70 % 40,2 ± 0,1 
Aliquat 336 40 % + n-décanol 60 % 72,2 ± 0,2 

TOA 10 % + Aliquat 336 10 % + n-décanol 80 %   15,0 ± 0,1 
TOA 15 % + Aliquat 336 5 % + n-décanol 80 % 12,1 ± 0,1 
TOA 18 % + Aliquat 336 2 % + n-décanol 80 % 11,5 ± 0,1 

 
2.2 Extraction liquide-liquide réactive du 3-HP en ampoules à décanter 
 

2.2.1 Extraction réactive en mode non dispersif  
 

Les deux phases (25 mL de phase aqueuse puis 25 mL de phase organique, Figure 

II.2.3) sont mises en contact délicatement dans des ampoules à décanter de 60 mL, sans 

mélange. Après préparation, les ampoules sont hermétiquement fermées et placées dans une 

enceinte thermostatée à 25 °C pendant 66 h.  
 

Des prélèvements sont ensuite effectués dans la phase aqueuse, les échantillons sont 

préparés puis analysés en HPLC selon la méthode décrite précédemment (partie II.1.4.5.2) 

afin de déterminer la concentration en acide résiduelle dans la phase aqueuse, et donc, par 

bilan de matière, la concentration d’acide extraite en phase organique. 
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Figure II.2.3 : Protocole d'extraction réactive en mode non dispersif en ampoules à décanter 
 

2.2.2 Extraction réactive en mode dispersif  
 

Les deux phases (25 mL de phase aqueuse + 25 mL de phase organique) sont mises en 

contact dans des ampoules à décanter de 60 mL, puis mélangées en secouant vigoureusement 

les ampoules pendant 2 à 3 min. Après agitation, celles-ci sont hermétiquement fermées et 

placées dans une enceinte thermostatée à 25 °C pendant 7 jours, temps de décantation 

nécessaire pour que les deux phases se séparent. 
 

Des prélèvements sont ensuite effectués dans la phase aqueuse, les échantillons analysés 

en HPLC et les résultats traités comme décrit dans le cas du mode non dispersif.  
 

2.2.3 Caractérisation des performances de l’extraction 
  

2.2.3.1 Rendement d’extraction en phase organique 
 

Le rendement de l'extraction, ou pourcentage d’acide extrait Y%, correspond à la 

quantité d’acide extraite dans la phase organique par rapport à la quantité d’acide initialement 

présente dans la phase aqueuse. Il s’exprime de la façon suivante : 
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2.2.3.2 Coefficient de distribution apparent KD 
 

Le principe des mesures de coefficients de distribution liquide-liquide est de mettre en 

contact dans une ampoule à décanter la phase aqueuse enrichie en acide avec une phase 

extractante composée d’un solvant et d’une ou plusieurs molécules extractantes (TOA et/ou 

Aliquat 336) jusqu’à l’obtention de l’équilibre apparent. On parle alors de coefficient de 

distribution apparent, noté KD et défini de la façon suivante : 
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2.3 Extraction liquide-liquide réactive du 3-HP en contacteur membranaire 
 

2.3.1 Présentation et mise en œuvre de l'installation expérimentale d’extraction liquide-
liquide à membrane  

 
2.3.1.1 Description du pilote : le contacteur membranaire Liqui-Cel® X50 

 
Le module utilisé (Liqui-Cel® 2,5 × 8, fibres X50, Membrana, États-Unis) se présente 

sous la forme de fibres creuses poreuses rassemblées en un faisceau composé d’environ 

10 000 fibres dans une calandre cylindrique. Par conséquent, on distingue deux 

compartiments de circulation des fluides : l'intérieur des fibres creuses et l'extérieur 

(calandre). La membrane, en polypropylène, est hydrophobe. Les dimensions caractéristiques 

du contacteur Liqui-Cel® sont détaillées dans le tableau II.2.3. 

Tableau II.2.3 : Dimensions caractéristiques du contacteur membranaire Liqui-Cel® X50 utilisé 

(données fournisseur) 

                    Calandre                   Fibres X50  
Matériau  Polypropylène Matériau  Polypropylène 
Diamètre interne 58,4 mm Diamètre interne  220 µm 
Longueur interne 203 mm Diamètre externe 300 µm 
Nombre de fibres 9800 approx. Longueur effective 

Epaisseur de pores 
146 mm 
40 µm 

  Porosité 40 % 
  Taille moyenne des pores 0,03 µm 
 

Le contacteur membranaire Liqui-Cel® a la particularité de fonctionner à courants 

croisés en raison de la présence d’une barrière centrale dans la calandre. Le fluide circulant 

dans la calandre suit en effet une trajectoire avec une composante radiale. Le liquide est 

introduit à une extrémité du module et remplit d'abord le volume qui se trouve au centre du 
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faisceau de fibres. La longueur de ce volume représente la moitié du module en raison de la 

présence d'une paroi radiale imperméable (barrière centrale). Une fois ce compartiment 

rempli, le fluide traverse le faisceau de fibres et contourne la paroi imperméable en passant en 

périphérie de la calandre. Dans la deuxième section du module, le fluide traverse de nouveau 

le faisceau de fibres (vers l'intérieur), arrive au tube collecteur central puis est dirigé vers la 

sortie du module. En ce qui concerne le fluide circulant dans les fibres, il décrit un 

mouvement axial entre chaque extrémité du module (Figure II.2.4). La dénomination 

« courants croisés » vient en opposition à « courants parallèles », et non à celles de « contre-

courant » et « co-courant ». 
 

Phase organique
(diluant + extractant)

Phase organique
+ 3-HP

Phase aqueuse
appauvrie en 3-HP

Phase aqueuse
(milieu de bioconversion)

 
Figure II.2.4 : Schéma du contacteur membranaire Liqui-Cel utilisé pour l’extraction réactive du 3-HP 
 

2.3.1.2 Fonctionnement de l'installation expérimentale 
 

Lors des essais d’extraction réactive liquide-liquide, 500 mL de phase aqueuse enrichie 

en 3-HP, et 500 mL de phase organique extractante (solutions préparées en % v/v) sont 

introduits dans leurs réservoirs respectifs, mis à température dans des bains-marie à 25 °C et 

agités par l’intermédiaire d’un agitateur magnétique afin d’assurer l’homogénéité des deux 

phases durant toute la durée de l’extraction. Une fois l’ensemble des raccordements effectués, 

la pompe volumétrique à engrenage (MDGH2T, Iwaki France, Marcoussis, France) côté 

aqueux (phase non mouillante dans le cas d’une membrane hydrophobe) est d’abord mise en 

marche. Une dizaine de secondes plus tard, la phase organique extractante (phase mouillante) 

est mise en circulation, à pression plus faible que du côté aqueux pour éviter le passage du 

solvant à travers la membrane. Une fois que les liquides apparaissent en sortie des deux 

compartiments, les débits (10 mL.s-1 côté aqueux et 13 mL.s-1 côté organique) et les pressions 

à l’entrée de chaque compartiment sont ajustées de manière à avoir une interface stable (Paq > 
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Porg sur toute la longueur du contacteur). Des manomètres (CITEC, 0 à 1,6 bar) permettent 

de contrôler les pressions en entrées du module pendant l’expérimentation. Les débits sont 

réglés sur la base de courbes d'étalonnage préalablement établies pour chacune des pompes. 

4

4

7

6

6

1
2

33

8
5

9

7

 
Figure II.2.5 : Schéma de l’installation expérimentale d’extraction liquide-liquide du 3-HP assistée 

par contacteur à membrane. 1. Réservoir de phase aqueuse; 2. Réservoir de phase organique; 3. Bain 

marie 4. Pompe volumétrique à engrenage; 5. Contacteur membranaire à fibres creuses; 6. Manomètre; 

7. Vanne de régulation de pression; 8. Système de prélèvement. 
 

Lorsque l’interface n’est pas stabilisée, la phase aqueuse et/ou la phase organique 

deviennent très rapidement troubles, phénomène lié à la dispersion d'une phase dans l'autre. Si 

cela arrive, l’extraction est arrêtée et le module nettoyé.  

Des prélèvements réguliers (environ 1 mL) sont effectués au niveau de la phase 

aqueuse. Leur fréquence varie en fonction de l’état d’avancement de l’extraction. Des 

prélèvements sont effectués avec des pipettes en verre par l’intermédiaire de piquages sur les 

couvercles des deux réservoirs au temps initial, toutes les 5 min pendant les 30 premières min 

puis toutes les 10 min jusqu’à 100 min. Des prélèvements sont encore effectués à 120, 140 et 

180 min (durée totale de l’extraction 3 h). En fin d’expérimentation le module est nettoyé et 

séché. 

 
2.3.1.3 Nettoyage du module 

 
Une fois le dernier échantillon prélevé, les deux pompes sont arrêtées simultanément. 

Une partie des tuyaux se vide seule. Le circuit est alors vidangé. Pour cela, les deux tuyaux 

d'alimentation (phase aqueuse et phase organique) sont retirés des milieux liquides et les deux 

tuyaux de refoulement orientés dans un réservoir à déchets. Chaque pompe est actionnée 
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successivement pendant quelques secondes afin de purger le contacteur. Les pompes sont 

ensuite éteintes et les tuyaux d’admission côté calandre et de refoulement côté fibres sont 

dirigés vers le réservoir à déchets. Pour terminer de vider le module, l'arrivée d'air comprimé 

est branchée sur la sortie côté calandre et sur l'alimentation côté fibres à l'aide du connecteur 

en T de telle sorte que l'air pousse les liquides restants vers le bas (le réservoir à déchet se 

remplit). Le débit d'air doit rester très faible de sorte que la pression ne dépasse pas 0,1 bar 

côté fibres. 
 

L’étape suivante consiste à nettoyer le contacteur et à régénérer l’hydrophobicité de la 

membrane. Elle doit être réalisée avec attention en vue des expérimentations ultérieures. Deux 

solutions d’un litre d'isopropanol à 60 % (Sigma-Aldrich, Lyon, France) dans de l'eau 

osmosée sont ainsi préparées dans deux flacons Schott. Dans le premier, les tuyaux 

d’alimentation côtés aqueux organique et de refoulement côté aqueux sont plongées tandis 

que le tuyau de refoulement côté organique est introduit dans un flacon vide. La pompe côté 

aqueux puis la pompe côté organique sont actionnées en réglant les débits de façon à 

maintenir Paq>Porg. Le flacon vide côté organique se remplit rapidement de la solution de 

rinçage de couleur blanchâtre. Les pompes sont arrêtées lorsque le liquide sortant devient 

limpide ou lorsque le flacon de solution de rinçage est vide. Le flacon côté aqueux est alors 

rempli aux 3/4 avec le litre de solution d’isopropanol non utilisé et l'entrée et la sortie côté 

organique sont plongées dans le 1/4 restant. Les deux pompes sont mises en marche en réglant 

toujours les débits et les pressions de façon à toujours avoir Paq>Porg. On force ainsi le 

passage de la solution d’isopropanol à travers les pores de la membrane de l'intérieur des 

fibres vers l'extérieur ; le flacon côté organique se remplit lentement. Lorsque le flacon côté 

aqueux est vide, les pompes sont arrêtées et le circuit vidangé comme précédemment avant 

d’être rincé à l’eau osmosée.  
 

Pour cela, les tuyaux d'admission des deux pompes sont plongés dans un seau de 10 L 

d’eau osmosée et les tuyaux de refoulement dans un seau de 10 L vide. Les pompes sont 

mises en marche (Paq>Porg) et l'eau à la sortie est trouble. Une fois le premier seau d’eau 

vide, le protocole est répété avec un deuxième seau de 10 L d’eau osmosée. Le circuit est 

enfin vidangé comme décrit précédemment mais le débit d'air des deux côtés est laissé au 

moins une nuit pour s'assurer que le module soit bien sec lors de sa prochaine utilisation. 

En cas d’encrassement organique, c'est-à-dire lorsque des cellules de L. reuteri ont 

circulé dans les fibres du module, celui-ci est nettoyé en fin d’expérimentation au moyen de 
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solutions basiques et acides. Cette étape est effectuée entre la première phase de vidange et le 

rinçage du circuit à l’isopropanol (Figure II.2.6). Après un premier rinçage à l’eau osmosée, 

une solution de KOH à 3 % m/v est mise en recirculation dans les fibres et dans la calandre 

durant 45 min. Après un nouveau rinçage à l’eau osmosée, la même procédure est opérée avec 

une solution d’acide citrique à 5 % m/v. Le circuit est alors rincé avec de l’eau osmosée 

jusqu’à obtention d’un pH en sortie égal au pH en entrée et le circuit séché à l’air comprimé 

durant au moins une nuit. 

Vidange du contacteur Vidange du contacteur

Rinçage à l’isopropanol

Vidange du contacteur

Séchage

Procédure de 
nettoyage usuelle

Procédure en cas 
d’encrassement organique

Rinçage à l’isopropanol

Vidange du contacteur

Séchage

Nettoyage basique 
KOH 3 % v/v

Nettoyage acide 
Acide citrique  5 % v/v

Rinçage à l’eau osmosée
Rinçage à l’eau osmosée

Rinçage à l’eau osmosée 
jusqu’à pHsortie = pHentrée

 
Figure II.2.6 : Protocoles de nettoyage du contacteur en cas d’encrassement organique 

 
2.3.2 Suivi cinétique de l’extraction 

 
Le temps caractéristique (noté τ, en s) constitue un paramètre important de l’extraction 

puisqu’il renseigne sur la cinétique de transfert et donc sur la dynamique du système. Ce 

temps caractéristique correspond au temps au bout duquel l’extraction atteint 63 % du 

rendement d’extraction maximum. 
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3 – Intégration de la production par voie microbienne et de l’extraction in 
situ du 3-HP 
 
3.1 Description du système intégré 
 

Le système utilisé pour l’intégration de la bioconversion du glycérol et de l’extraction 

liquide-liquide réactive du 3-HP assistée par contacteur à membrane est semblable à celui 

utilisé lors des tests d’extraction sur milieux modèles : la cuve de phase aqueuse est remplacée 

par le bioréacteur Sartorius Biostat® A plus (de volume utile 2,5 L) décrit précédemment (cf. 

partie II.1.3.3.2). Le module Liqui-Cel® X 50 (cf. partie II.2.3) est couplé au bioréacteur, afin 

d’extraire in situ le 3-HP produit au cours de la bioconversion (Figure II.3.1 b). Le milieu de 

bioconversion quitte donc le bioréacteur pour remplir les fibres de la membrane. En parallèle, 

la phase organique extractante (500 mL), maintenue à 37 °C dans un bain-marie et sous 

agitation, circule dans la calandre du contacteur. Les débits fixés des deux côtés 

correspondent à ceux décrits précédemment (10 mL.s-1 côté aqueux et 13 mL.s-1 côté 

organique). Si le bioréacteur a été autoclavé, les tuyaux d’alimentation et de refoulement du 

contacteur, ainsi que le contacteur lui même, du fait de la nature organique de la membrane 

n’ont pas été stérilisés à la chaleur. De manière à éviter les pertes de chaleur dans les tuyaux 

lors du passage du bioréacteur vers le contacteur, des gaines ont été ajoutées au dispositif 

(Figure II.3.1 a). 
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Ordinateur 

Bioréacteur 

Manteau 
chauffant 

Contacteur 
membranaire Module de 

contrôle 

Bain-marie + 
phase organiquePompes 

volumétriques

Entrée phase 
aqueuse + gaine

Sortie phase 
aqueuse + gaine

Sortie phase 
organique

Entrée phase 
organique

Manomètres 

a)
 

1
2

3

4

5

6

6

7

b)
 

Figure II.3.1 : a) Photographie du montage expérimental du procédé intégré couplant conversion du 

glycérol en 3-HP en bioréacteur et extraction liquide-liquide réactive du 3-HP assistée par contacteur 

membranaire b) Schéma du procédé intégré. 1. Bioréacteur Sartorius Biostat® A plus; 2. Réservoir de 

phase organique; 3. Bain-marie 4. Pompe volumétrique à engrenage; 5. Contacteur membranaire à 

fibres creuses Liqui-Cel® X 50; 6. Manomètre; 7. Vanne de régulation de pression. 
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3.2 Mise en œuvre du procédé intégré 
 

3.2.1 Stabilisation de l’interface entre phase aqueuse et phase organique 
 

Comme décrit précédemment dans la partie concernant l'installation expérimentale 

d’extraction par contacteur membranaire, l’interface est d’abord stabilisée en mettant en 

contact une phase aqueuse dépourvue de bactéries (eau osmosée stérile) circulant dans les 

fibres, avec la phase organique extractante utilisée lors de l’essai qui circule dans la calandre. 

Une fois les débits et pressions fixés et l’interface stabilisée, l’entrée et la sortie de phase 

aqueuse au niveau du contacteur sont modifiées au moyen de vannes trois voies. Elles 

proviennent donc plus du flacon contenant l’eau osmosée stérile mais du bioréacteur 

contenant la solution initiale de glycérol (Figure II.3.2). La viscosité de la phase aqueuse avec 

et sans glycérol étant différente, il est nécessaire de réajuster la pression du côté de la phase 

aqueuse afin de stabiliser de nouveau l’interface.  

Phase organique
extractante

Phase organique
extractante

Eau

Eau + glycérol

Eau + glycérol

Eau

b)

a)

 

Figure II.3.2 : Protocole de stabilisation de l’interface entre phase aqueuse et phase organique lors du 

couplage entre bioconversion bactérienne du glycérol et extraction du 3-HP par contacteur 

membranaire. Des vannes trois voies permettent de modifier les entrée et sortie de la phase aqueuse. 
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3.2.2 Initiation de la bioconversion et début de l’extraction 
 

La bioconversion du glycérol débute au moment de l’inoculation des bactéries, qui 

correspond à l’ajout dans le bioréacteur de 500 mL de suspension cellulaire de L. reuteri 

DSM 17938 issue du lavage et récoltée en phase stationnaire de croissance, afin d’atteindre 

une DO initiale à 600 nm de 12 (environ 1,2.1010 UFC.mL-1) et une concentration initiale en 

glycérol de 18,2 g.L-1 (200 mM). Le protocole de préparation et de lancement de la 

bioconversion est le même que décrit précédemment (cf. partie II.1.3). 

Étant donnée la cinétique très rapide de consommation du glycérol et de production des 

métabolites observée dans le cas de la bioconversion non couplée, la boucle d’extraction est 

démarrée juste après l’inoculation et l’éventuel ajustement de pH qui suit l’introduction des 

bactéries dans le bioréacteur. 

3.3 Déroulement des expériences 
 

3.3.1 Suivi de la composition de la phase aqueuse 
 

Des prélèvements sont réalisés toutes les 15 min pendant 3 h, afin de suivre l’évolution 

de la consommation du substrat et de la production des métabolites par HPLC et d’évaluer 

l’impact du procédé intégré sur l’état physiologique des bactéries productrices par marquage 

cFDA-IP et analyse par cytométrie en flux. 

3.3.2 Suivi de la cinétique d’extraction en phase organique 
 

Des prélèvements sont réalisés toutes les 15 min pendant 3 h, afin de suivre la cinétique 

d’extraction du 3-HP en phase organique. Pour permettre le dosage du 3-HP par la méthode 

HPLC décrite précédemment (cf. partie II.1.4.5.2), le 3-HP récupéré dans la phase extractante 

va être extrait et récupéré dans une nouvelle phase aqueuse. Pour cela les échantillons 

prélevés régulièrement de la phase organique sont supplémentés volume à volume avec une 

solution de NaCl à 0,2 M dans des eppendorfs de 2 mL et agités durant une nuit à 45 rpm et à 

température ambiante à l’aide d’un agitateur rotatif horizontal LabRoller II (Labnet 

International, Edison, États-Unis). Cette phase aqueuse contenant 98 % du 3-HP initialement 

présent en phase organique (d’après des tests préliminaires) est alors récupérée et analysée par 

HPLC.  
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3.4 Etude de l’impact du procédé intégré sur l’état physiologique de L. reuteri 
 

3.4.1 Impact des métabolites de la voie de biosynthèse 
 

Afin d’étudier l’impact éventuel des métabolites de la voie de biosynthèse du 3-HP sur 

l’état physiologique des bactéries productrices et leurs contributions au phénomène 

d’inhibition global observé lors de la bioconversion, des cellules de L. reuteri DSM 17938 

récoltées en phase stationnaire de croissance et lavées selon le protocole décrit précédemment 

(cf. partie II.1.3.2) sont mises en suspensions à une concentration d’environ 1,2.1010 UFC.mL-

1 (correspondant à DO 12) dans des solutions aqueuses de 3-HP (2,5 g.L-1), 3-HPA (5 g,L-1) et 

1,3-PDO (2,5 g.L-1). Après 30 min et 3 h, l’activité enzymatique et l’intégrité membranaire 

des bactéries sont évaluées par double marquage cFDA-IP et analyse en cytométrie en flux. 

Les concentrations en métabolites testées correspondent à celles attendues lors des 

bioconversions bactériennes du glycérol en 3-HP. Le 3-HP étant un acide organique, deux pH 

différents sont testés (pH 3 qui correspond au pH de la solution à 2,5 g.L-1 et pH 5 ajusté à 

cette valeur avec du KOH 5 N, valeur qui se rapproche du pH optimal de L. reuteri et 

supérieure au pKa de l’acide) afin d’étudier le rôle du pH dans l’inhibition provoquée par le 

3-HP. Un contrôle négatif (bactéries en suspension dans de l’eau osmosée) est également 

réalisé. 

3.4.2 Impact de la circulation des bactéries dans le module 
 

Une phase aqueuse contenant des cellules de L. reuteri DSM 17938 à DO 12 (récoltées 

en phase stationnaire et lavées) en suspension dans de l’eau osmosée stérile est mise en 

circulation dans les fibres du contacteur membranaire. En parallèle, une phase aqueuse 

dépourvue de cellules circule à contre-courant dans la calandre. Les débits (10 et 13 mL.s-1 

pour les phases aqueuse et organique, respectivement) et pressions (0,8 bar côté aqueux et 0,4 

bar côté organique) utilisés sont les mêmes que ceux utilisés jusqu'à présent. Des 

prélèvements sont effectués toutes les 15 min pendant 3 h et l'impact de la circulation des 

bactéries dans le module (c'est à dire à travers les tuyaux, les pompes et les fibres du 

contacteur) sur l'état physiologique est étudié après double marquage cFDA-IP par cytométrie 

en flux. Un contrôle négatif (bactéries en suspension dans de l’eau osmosée pendant 3 h) est 

également réalisé. 
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3.4.3 Impact de la fraction soluble de la phase organique extractante (molecular level 
toxicity) 

 
L'impact de la fraction soluble des molécules (diluant et extractants) composant la phase 

organique (molecular level toxicity) sur l'état physiologique de L. reuteri est également testé. 

Des solutions aqueuses enrichies en molécules organiques sont d'abord préparées par mise en 

contact de 25 mL d'eau osmosée avec 25 mL de phase organique (100 % v/v décanol, 80 % 

v/v décanol + 20 % v/v TOA, 80 % v/v décanol + 18 % v/v TOA + 2 % v/v Aliquat 336) dans 

des tubes à centrifuger de 50 mL. Les deux phases sont ensuite mélangées par agitation 

manuelle pendant 3 min et mises à l'étuve à 25 °C pendant 48 h. Après décantation, les tubes 

sont centrifugés (10 000 rpm, 10 min, 4 °C) pour maximiser la séparation des deux phases. 

Des cellules de L. reuteri DSM 17938, récoltées en phase stationnaire et fraîchement lavées, 

sont alors resuspendues dans ces phases aqueuses enrichies en molécules organiques 

solubilisées (à une DO égale à 12) puis mises à l'étuve à 37 °C. Des prélèvements sont 

effectués toutes les 15 min et l'évolution de l'état physiologique est suivie pendant 3 h par 

double marquage cFDA-IP et analyse par cytométrie en flux.  

 
3.4.4 Impact du contact direct entre phase aqueuse et phase organique (phase level toxicity) 

 
Bien que l'utilisation du contacteur membranaire permette de limiter le contact direct 

entre les phases aqueuse et organique par l'intermédiaire de sa membrane hydrophobe, 

l'impact de ce type de contact sur l'état physiologique des bactéries a été évalué. Au cours 

d'une première étude, 80 mL d'une suspension cellulaire de L. reuteri DSM 17938 à DO 12 

ont été mis en contact avec 80 mL de deux phases organiques extractantes testées au cours de 

l’étude (100 % v/v décanol et 80 % v/v décanol + 20 % v/v TOA) dans des flacons Scott de 

250 mL. La phase aqueuse est alors agitée doucement (500 rpm) au moyen d’un barreau 

aimanté et d’un agitateur magnétique de manière à renouveler l'interface sans provoquer de 

mélange des deux phases (Figure II.3.3). Dans cette configuration, la surface de contact entre 

les deux phases est de 36 m2.m-3 de phase aqueuse. Des prélèvements de phase aqueuse sont 

effectués toutes les 15 min pendant 3 h et l'état physiologique des bactéries caractérisé par 

double marquage cFDA-IP et analyse par cytométrie en flux. 
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80 % v/v décanol
20 % v/v TOA100 % v/v décanol

Agitateur magnétique
(500 rpm)

Barreau aimanté
L. reuteri 

DSM 17938

Bain-marie
(37 °C)

Flacons Schott (250 mL)

 

Figure II.3.3 : Schéma du montage expérimental pour la détermination de la phase level toxicity en 

flacons Schott. 

Afin d’étudier l’impact d’un contact entre les deux phases au niveau des pores de la 

membrane du module membranaire utilisé, la même étude est réalisée en contacteur à 

membrane. Pour cela, 500 mL de phase aqueuse contenant des cellules de L. reuteri DSM 

17938 à DO 12 sont mis en circulation dans les fibres, tandis que 500 mL de phase organique 

extractante composée de décanol seul (100% v/v) ou de décanol 80 % v/v contenant 20 % v/v 

de TOA sont mis en circulation dans la calandre. Les débits (10 mL.s-1 pour la phase aqueuse 

et 13 mL.s-1 pour la phase organique) et pressions (0,8 et 0,4 bar côtés aqueux et organique, 

respectivement) du côté de la phase aqueuse et de la phase organique sont les mêmes que 

précédemment. Dans cette configuration, la surface de contact entre les deux phases est de 

1980 m2.m-3 de phase aqueuse. Des prélèvements de phase aqueuse sont effectués toutes les 

15 min pendant 3 h, et l'état physiologique des bactéries productrices est évalué par double 

marquage cFDA-IP et analyse par cytométrie en flux. 
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4 – Synthèse chimique, caractérisation et dosage du 3-HPA 
 
4.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 

Intermédiaire métabolique entre le glycérol et le 3-HP dans la voie de bioconversion et 

découvert en 1910 (Voisenet 1910), le 3-HPA, également connu sous le nom de reuterine, 

constitue une molécule d’intérêt en raison de ses nombreuses perspectives d’application 

(Vollenweider and Lacroix 2004). Les études réalisées sur la structure du 3-HPA ont révélé 

qu’en milieu aqueux cette molécule apparaissait sous différentes formes (3-HPA, 3-HPA 

hydraté, dimères, trimères) constituant un système complexe et dynamique (Talarico and 

Dobrogosz 1989, Vollenweider et al. 2003). Il a ensuite été montré qu’au sein de ce système, 

le 3-HPA était responsable de la toxicité observée envers de nombreux micro-organismes 

(bactéries à Gram-positif et -négatif, levures, protozoaires), et donc en partie à l’origine du 

caractère probiotique de L. reuteri (Vollenweider et al. 2010, Schaefer et al. 2010).  
 

Etant donnée l’importance que revêt cette molécule, tant d’un point de vu global pour la 

chimie durable, que dans le cadre de notre étude pour l’évaluation des performances de 

bioconversion, la mise au point de méthodes de dosages rapides et fiables s’avère nécessaire. 

Cependant, les méthodes décrites jusqu’à maintenant, dérivées de la méthode colorimétrique 

de Circle et al. (1945), sont relativement longues à mettre en œuvre, complexes et 

dangereuses puisque basées sur l’utilisation d’acroléine toxique comme standard. De plus, le 

3-HPA n’est pas disponible commercialement à l’heure actuelle. Il est donc nécessaire, afin 

de disposer de cette molécule comme standard ou comme molécule plateforme, de la 

synthétiser par voie chimique ou de la récupérer en milieu aqueux suite à sa production 

biotechnologique.  
 

Le but de cette étude est de proposer une nouvelle voie de synthèse chimique du 3-HPA 

simple, rapide, efficace et sure, de caractériser la molécule obtenue au sein de son système par 

différentes techniques analytiques et de montrer l’intérêt et la fiabilité d’un dosage par HPLC 

en comparaison aux techniques colorimétriques existantes. Ces travaux ont fait l’objet d’une 

publication, parue dans RSC Advances (2015). 
 



150 

 

4.2 3-Hydroxypropionaldehyde (3-HPA) quantification by HPLC using synthetic acrolein-
free 3-hydroxypropionaldehyde system as analytical standard 
Publication parue dans RSC Advances (Burgé et al. 2015c) 
 

Résumé : 
 

Une nouvelle voie de synthèse chimique du 3-HPA à partir de 1,2,4 butanetriol 

disponible commercialement a été développée. Cette méthode, simple (une étape seulement), 

rapide (temps de réaction entre 2,5 et 6 h selon le solvant utilisé) et efficace (rendement 

maximal de 70 %) présente de nombreux avantages par rapport aux méthodes colorimétriques 

décrites antérieurement, notamment grâce à une mise en œuvre plus sure, tant pour le 

manipulateur que pour l’environnement, et une spécificité plus importante de la réaction. 

Contrairement à d’autres types de synthèse, aucune trace d’acroléine (un produit toxique issu 

de la déshydratation du 3-HPA) n’est retrouvée dans l’échantillon.  
 

Le produit synthétisé a ensuite été caractérisé par différentes techniques analytiques 

complémentaires (HESI-MS, GC-MS, RMN 1H et 13C, FTIR et HPLC), mettant en évidence 

la présence d’un système complexe composé de 3-HPA mono-, di-, tri- et tétramérique en 

solution. Les résultats du dosage par HPLC ont ensuite été comparés à l’une des méthodes de 

dosage colorimétrique dérivée de celle décrite par Circle et al. (1945), confirmant l’intérêt et 

la fiabilité de la méthode chromatographique mise au point pour le dosage du 3-HPA en 

milieu aqueux.  
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4.3 Conclusion et perspectives de l’étude 
 

Cette étude a d’abord permis de développer une nouvelle méthode de synthèse du 3-

HPA par voie chimique, en une étape à partir de 1,2,4-butanetriol, un produit disponible 

commercialement et potentiellement biosourcé, produit par bioconversion du xylose ou de 

l’arabinose ou hydrogénation du malate (Niu et al. 2003). La méthode de synthèse mise au 

point dans ce travail présente de nombreux avantages (rapidité, simplicité, sécurité). Elle est 

de plus facilement adaptable et réalisable en laboratoire et permet de disposer de quantités 

importantes de 3-HPA, stable dans le temps, alors que ce produit n’est pas disponible 

commercialement à l’heure actuelle. La caractérisation du produit de synthèse obtenu par 

différentes techniques d’analyse (HESI-MS, GC-MS, FTIR, RMN) révèle la présence, outre 

de la molécule d’intérêt, de dimères, trimères et tétramères de 3-HPA qui coexistent en phase 

aqueuse au sein d’un système dynamique complexe, le « système 3-HPA », déjà mis en 

évidence dans la littérature dans le cas d’une production par voie biotechnologique.  

Si des méthodes de dosage du 3-HPA ont été développées (basées sur la méthode 

colorimétrique de Circle et al. 1945), la faisabilité sa quantification par HPLC n’a pas encore 

été démontrée, notamment en raison de la complexité du système au sein duquel le 3-HPA est 

présent. Notre étude a cependant montré qu’un dosage chromatographique fiable et précis, 

basé sur une détection par réfractométrie ou ultraviolet était possible, conduisant à des 

résultats similaires à ceux obtenus avec la méthode colorimétrique de référence et validant 

ainsi l’HPLC comme technique de référence pour le dosage de cette molécule d’intérêt. 

Ces travaux constituent donc une avancée importante pour les nombreuses études 

concernant le 3-HPA. Ainsi, dans le cadre de l’étude de la production microbienne de 3-HP 

par bioconversion du glycérol, l’HPLC pourra désormais être utilisée pour doser l’ensemble 

des molécules présentes en solution (glycérol, 3-HPA, 3-HP et 1,3-PDO). Etant donnée 

l’impact délétère provoqué par le 3-HPA sur les bactéries productrices, des tests d’inhibition 

pourront être réalisés avec le produit synthétisé par cette nouvelle méthode. Une étude 

comparée de la toxicologie et de l’éco-toxicologie d’une part, et de l’impact environnemental 

d’autre part, de cette méthode par rapport à la méthode de référence pourrait également 

s’avérer intéressante pour évaluer l’apport de cette nouvelle méthode sur ces différents plans. 
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CHAPITRE III : RÉSULTATS ET DISCUSSION 
 
1 – Bioconversion du glycérol en 3-HP par voie microbienne 
 
1.1 Croissance sur glucose et utilisation des voies métaboliques chez  L. reuteri  
 

1.1.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 

 
Depuis le début des années 90, l’utilisation de bactéries lactiques à effets bénéfiques 

pour la santé ou "probiotiques" pour des applications pharmaceutiques, alimentaires ou encore 

en alimentation animale s’est développée. Elle représente un marché significatif et leur 

production de masse constitue par conséquent un enjeu pour les sociétés productrices de 

ferments. Les probiotiques ont été définis comme des organismes vivants qui, après avoir été 

ingérés dans une certaine quantité, exercent des effets bénéfiques pour la santé de l’hôte. 

Parmi ces bactéries considérées comme probiotiques, L. reuteri est au cœur de nombreux 

travaux, notamment pour comprendre l’origine de ces effets, mais aussi pour sa capacité à 

produire des molécules plateformes d’intérêt comme le 3-HPA. Ainsi, quelques études se sont 

intéressées à la phase de croissance bactérienne et à la compréhension du fonctionnement du 

métabolisme associé (Arsköld et al. 2008, van Niel et al. 2012). Cependant, malgré la grande 

variété de souches existantes, il n’existe pas d’étude comparant les performances de 

croissance et l’utilisation des voies cataboliques à partir du glucose au sein de l’espèce L. 

reuteri.  
 

Le but de cette étude est donc de comparer les performances de croissance sur glucose 

de trois souches de L. reuteri afin d’étudier la variation intra-espèce, de faire le lien avec 

l’équilibre entre deux voies glycolytiques, la voie d’Embden-Meyerhof (EMP) et la voie des 

pentoses phosphates (PKP), et enfin d’émettre des hypothèses sur l’origine de cette bascule 

métabolique. Ces travaux ont fait l’objet d’une publication parue dans le Journal of 

Microbiology (2015). 
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1.1.2 Relationships between the use of Embden Meyerhof pathway (EMP) or Phospho-
Ketolase pathway (PKP) and lactate production capabilities of diverse Lactobacillus reuteri 
strains  

 
Publication parue au Journal of Microbiology (Burgé et al. 2015a) 
 
Résumé : 
 

Cette étude a pour but de comparer la croissance et le métabolisme du glucose de trois 

souches de Lactobacillus reuteri (DSM 20016, DSM 17938, ATCC 53608). Ces bactéries 

lactiques d’intérêt sont utilisées pour diverses applications, notamment en tant que 

probiotiques, nécessitant la production de biomasse cellulaire, ou pour la production de 

molécules d’intérêt pour la chimie (3-hydroxypropionaldéhyde, acide 3-hydroxypropionique, 

1,3-propanediol). Malgré cela, la diversité physiologique intra-espèce de métabolismes de 

base, comme la capacité d’acidification ou le catabolisme du glucose, n’a pas encore été 

étudiée en détails. Dans ce travail, la croissance et le métabolisme de trois souches 

représentatives de la diversité de l’espèce ont été étudiés. Les souches ont ainsi été comparées 

en caractérisant leur cinétique de croissance, leur cinétique d’acidification, ainsi que la 

consommation de glucose et la production des métabolites.  

 
Les résultats montrent des différences significatives entre les trois souches qui  

s’expliquent, au moins en partie, par des modifications dans la distribution du flux de carbone 

entre les deux voies de consommation du glucose pendant la croissance bactérienne : la voie 

de la phosphoketolase (PKP) ou voie des pentoses phosphates (hétérolactique) et la voie 

d’Embden-Meyerhof (EMP) ou glycolyse (homolactique). Ces résultats montrent que, avec 

un objectif de production de biomasse, les souches DSM 20016 et DSM 17938 sont les plus 

performantes du point de vue cinétique. La souche DSM 17938, pour laquelle la bascule 

métabolique entre les voies EMP et PKP est la plus importante quand le pH diminue, permet 

la production d’acide lactique la plus importante ainsi que le meilleur rendement par rapport 

au glucose. 
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Supplementary data Table S1. CinAc® descriptors of the acidification kinetics for the three L. reuteri 

strains 
 

 DSM 20016 DSM 17938 ATCC 53608 

Vmax (h-1) 0.46 ± 0.01 0.47 ± 0.01 0.34 ± 0.03 

tVmax (h) 2.30 ± 0.01 1.87 ± 0.09 1.92 ± 0.20 

pHVmax 5.46 ± 0.02 5.68 ± 0.02 5.68 ± 0.06 

tpH5.5 (h) 2.25 ± 0.06 2.32 ± 0.10 2.53 ± 0.08 

tpH5.2 (h) 2.93 ± 0.08 3.50 ± 0.30 4.05 ± 0.28 

tpH5.0 (h) 3.50 ± 0.10 5.00 ± 0.20 5.62 ± 0.49 

tpH4.5 (h) 5.30 ± 0.15 8.68 ± 0.16 13.37 ± 1.22 

tpH4.0 (h) 15.27 ± 0.32 17.67 ± 0.26 35.22 ± 0.78 

tVm>Vm/2 (min) 237 ± 8 114 ± 12 168 ± 5 

pHVm>Vm/2  1.35 ± 0.08 0.69 ± 0.06 0.71 ± 0.05 
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Supplementary data Fig. S1. Acidification kinetics of a) the DSM 17938, b) the ATCC 53608 and c) 

the DSM 20016 strains during their growth in MRS and MRS supplemented with glucose (10 g.L-1 or 

20 g.L-1). The supplementation of MRS with 20 g.L-1 glucose avoids the sudden stop of acidification 

kinetics noticeable for both growths on MRS or MRS supplemented with 10 g.L-1. 

 

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

pH

Time (h)

L. reuteri ATCC 53608

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

pH

Time (h)

L. reuteri DSM 17938

 

   

MRS MRS + glucose (10 g/L) MRS + glucose (20 g/L)

a)

b)

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

pH

Time (h)

L. reuteri DSM 20016

c)

 

 



175 

 

1.1.3 Conclusion et perspectives de l’étude 
 

Tout d’abord, le travail réalisé a mis en évidence l’existence d’une variabilité intra-

espèce chez L. reuteri. En effet, bien que proches d’un point de vue phylogénétique et 

génomique, les trois souches étudiées diffèrent dans leurs caractéristiques de croissance et 

dans leur utilisation des voies cataboliques du glucose. De même, l’utilisation des deux voies 

glycolytiques PKP et EMP, et la bascule de l’une à l’autre varient selon les souches, ce qui 

peut impacter leur capacité d’adaptation aux conditions environnementales de croissance.  

Chez L. reuteri, les raisons de cette bascule entre glycolyse et voie des pentoses 

phosphates ne sont pas clairement élucidées. Néanmoins, la compréhension de ce phénomène, 

en partie lié aux conditions environnementales (nature et quantité de substrat par exemple) 

repose sur celle de certains mécanismes, comme la résistance au stress acide. Cette adaptation 

à un milieu acide revêt en effet une grande importance dans l’optique d’utiliser L. reuteri tant 

pour la production d’acide lactique biosourcé qu’en tant que probiotique. Ainsi, le choix de la 

souche à utiliser selon l’objectif visé est un paramètre essentiel à prendre en compte pour 

maximiser les performances du procédé mis en œuvre.  

Ainsi, la souche DSM 17938, qui montre la bascule métabolique la plus importante 

(utilisation quasi exclusive de l’EMP en début de croissance puis quasi exclusive de la PKP 

en fin de croissance) constitue la souche la plus intéressante pour la production d’acide 

lactique (12 g.L-1 produit, rendement de 1,08 mol/mol par rapport au glucose), ce qui pourrait 

être lié au moins en partie à sa meilleure capacité d’adaptation à un milieu acide. Les 

processus de régulation à l’origine de cette bascule métabolique et permettant à la souche 

bactérienne de s’adapter à son environnement devront être investigués, par exemple par des 

analyses transcriptomiques.  

En plus du glucose, L. reuteri a également la capacité de métaboliser le glycérol 

conduisant, entre autre, à la formation d’un isomère de position de l’acide lactique, le 3-HP. 

Classée dans la liste des dix molécules plateformes à produire à partir de la biomasse par le 

DOE, le 3-HP constitue un synthon d’intérêt pour diverses applications (formation de 

polymères biosourcés notamment). Dans ce cas, la capacité de résistance au stress provoqué 

par un acide organique est également un paramètre important, tout comme le choix d’une 

souche adaptée à l’objectif. 
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1.2 Bioconversion du glycérol en 3-HP par L. reuteri et impact sur l’état physiologique des 
bactéries productrices 
 

1.2.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 
Les travaux concernant la production de 3-HP par voie biotechnologique sont récents. 

Les performances obtenues avec des micro-organismes naturellement producteurs étant 

faibles, la plupart des études mettent en œuvre une approche d’ingénierie métabolique (la 

plupart en utilisant E. coli et K. pneumoniae) afin d’optimiser la bioconversion du glycérol ou 

du glucose en 3-HP. Plusieurs approches sont ainsi envisagées (surexpression des gènes 

conduisant à la synthèse de la molécule d’intérêt, délétion des gènes menant au co-produit 

1,3-PDO, utilisation d’un autre accepteur d’électrons afin de régénérer le NAD+ sans 

nécessiter la production de 1,3-PDO). L’utilisation de micro-organismes naturellement 

producteurs, comme par exemple la bactérie Lactobacillus reuteri, présente cependant 

certains avantages (statut G.R.A.S., capacité à synthétiser les co-facteurs nécessaires, 

meilleure tolérance au stress lié à la production des métabolites).  
 

Cependant, très peu d’études s’intéressent à la capacité de L. reuteri à produire le 3-HP 

à partir de glycérol et à la compréhension des déterminants métaboliques permettant cette 

bioconversion. De plus, malgré la diversité phénotypique de l’espèce L. reuteri, mise en 

évidence dans l’étude détaillée de la croissance bactérienne et du métabolisme du glucose, la 

comparaison de différentes souches dans le but de synthétiser cette molécule d’intérêt n’a 

jamais été effectuée. De même, si la toxicité liée à l’excrétion de 3-HPA et les mécanismes 

d’action de cet aldéhyde sur les bactéries ont été étudiés en détails, peu de travaux se sont 

intéressés au stress lié à la production du 3-HP. 
 

Les résultats de ces travaux, présentés pour une partie d’entre eux dans un article publié 

dans le journal Applied Biochemistry and Biotechnology (2015), ont permis d’avancer 

notamment dans la compréhension des verrous physiologiques de la bioconversion du 

glycérol en 3-HP. Le phénomène d’inhibition global observé a été caractérisé et le rôle joué 

par chacun des métabolites de la voie dans celui-ci a été en partie clarifié. Enfin, parmi les 

trois souches de L. reuteri étudiées, la souche DSM 17938 a été choisie pour la suite du 

projet. Des essais en bioréacteur ont ainsi été menés avec un mode de conduite « batch » puis 

un apport contrôlé de glycérol (mode « fed-batch ») et les résultats correspondants sont 

présentés dans la partie 1.2.3. 
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 1.2.2 Diversity of Lactobacillus reuteri strains in converting glycerol into 3-
hydroxypropionic acid  

 

Publication parue au journal Applied Biochemistry and Biotechnology (Burgé et al. 2015b) 
 
Résumé :  
 

Cette étude a pour objectif de comparer les performances de bioconversion du glycérol 

en 3-HP de trois souches de Lactobacillus reuteri (DSM 20016, DSM 17938 et ATCC 53608) 

et d’étudier les phénomènes d’inhibition associés. Des différences en termes de rendement de 

production de 3-HP et de cinétique de consommation du substrat et de production des 

métabolites de la voie sont ainsi mises en évidence. Avec une productivité maximale 

d’environ 2 g.L-1.h-1 en 3-HP et d’environ 4 g.L-1.h-1 en 3-HPA en conditions non optimales 

(pH non régulé) et selon la souche testée, ces résultats confirment le potentiel de L. reuteri 

pour la production de 3-HP par voie biotechnologique. De plus, les ratios molaires entre le 3-

HP et le 1,3-PDO produits, calculés pour les trois souches (compris entre 1,25 et 1,65), 

indiquent systématiquement une production de 3-HP plus importante que celle du co-produit. 

Ainsi, au vue de ses performances, la souche DSM 17938 apparaît comme la plus prometteuse 

pour la production de ce synthon.  

 

L’impact de la bioconversion du glycérol sur l’état physiologique des bactéries 

productrices (perte d’activité enzymatique d’environ 40 % de la population après 3 h de 

bioconversion par L. reuteri DSM 17938) et sur leur survie (perte totale de cultivabilité après 

2 ou 3 h selon la souche) est évalué et discuté. Les effets provoqués par chaque métabolite de 

la voie ont ensuite été étudiés plus précisément, démontrant un impact important du 3-HPA et, 

dans une moindre mesure, du 3-HP mais uniquement à pH acide. 
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Supplementary Material 

a

b

 
Online Resource 1 a Chromatogram (detection by Refractive Index) of the bioconversion medium of 

the DSM 17938 strain. Retentions times in minutes (RT) are indicated for each peak. Citric acid (RT = 

8.3 min) was used as internal standard. b Chromatogram (detection by UV detector at 210 nm) of the 

bioconversion medium of the DSM 17938 strain. Retentions times in minutes (RT) are indicated for 

each peak. Citric acid (RT = 7.9 min) was used as internal standard.  
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1   mkviivgcth agtitatqil qnhpetevti yerndnvsfl scgiavylsg dvgdpdamfy 

61  sspeqlaamg atvhmqhnvt didpktktvt vtdlvtgetk tdhydklvdt tgswpvippi 

121 egvdgphvyl cknyhhakel fnvakdaqri vvigggyigv elveaytrqn kdvtlidgsp 

181 rmlhkyfdre ytdriqqefv dhgahfafdq rvtgfenhkn gvtvktdkgn yeadiailcv 

241 gfrpntdllk gkvkmhdnga iitneymqss dpdiyaagds tavhynptgk dayiplatna 

301 irqgtivgtn lfgntmhdmg tqsssglnly gttmvssglt lenakeagfd aaavtvedny 

361 rpefmptttp vlmtlvwdkk trqilggqfm skhdvsqsan iislciqdkh tidylafvdm 

421 lfqphfdrpf nyvnilgqaa vkkqaelek 

 

Online Resource 2 Amino acid sequence of the NADH oxidase (EC number 1.6.99.3) coded by the gene NOX 

identified in the L. reuteri ATCC 55730 (mother strain of the DSM 17938 strain) genome. 

 

 
Online Resource 3 Result of BLASTP between the NADH oxidases of the ATCC 55730 (mother 

strain of the DSM 17938 strain) and ATCC 53608 strains. These two peptides are highly similar (98 % 

of identities). 
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Online Resource 4 Result of BLASTP between the NADH oxidase of the ATCC 55730 strain 

(mother strain of the DSM 17938 strain) and the DSM 20016 proteome. One peptide from the DSM 

20016 strain, identified as a FAD-dependent pyridine nucelotide-disulfide oxidoreductase is highly 

similar to the NADH oxidase of the ATCC 55730 strain (99 % of identities).  
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1.2.3 Optimisation de la bioconversion : mise en œuvre en bioréacteur et conduite en mode 
"fed-batch" 

 
La mise en œuvre la bioconversion en réacteur et à pH régulé (pH = 6) n’a pas permis 

d’augmenter les performances de production du 3-HP (Burgé et al. 2015b). Cette étape 

nécessite donc d’être optimisée, par exemple en réalisant un apport contrôlé du substrat de 

bioconversion, afin d’éviter l’accumulation de 3-HPA. De plus, l’objectif final étant 

l’intégration de la bioconversion avec le procédé d’extraction liquide-liquide réactive, plus 

efficace lorsque le pH du milieu est acide (Kertes and King 1986, Tamada et al. 1990 a et c), 

une étude de l’impact du pH du milieu sur les performances de bioconversion s’avère 

nécessaire. En effet, si l’influence du pH sur la capacité à produire du 3-HPA a déjà été 

étudiée (Lüthi-Peng et al. 2002), confirmant ainsi un meilleur fonctionnement des enzymes de 

la voie métabolique à pH 6-7, son impact sur la production du 3-HP en mode « batch » et sur 

l’état physiologique des bactéries productrices n’a pas encore été testé. Les résultats de cette 

étude à pH régulé (entre 3 et 6) menée en bioréacteur sont présentés sur la Figure III.1.1.  
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Figure III.1.1 : Impact du pH sur les performances de bioconversion du glycérol (200 mM soient 18,2 

g.L-1) par L. reuteri DSM 17938 (1010 UFC.mL-1) en mode « batch » en bioréacteur (100 rpm, 37°C). 

a : Variation des concentrations de glycérol consommé et de métabolites produits en fonction du pH 

après 2 h de bioconversion. Seules les expériences à pH 5 et 6 ont été répétées. b : Evaluation de l’état 

physiologique de L. reuteri après 2 h de bioconversion à différents pH.  

 
Plus le pH du milieu de bioconversion est régulé à une valeur faible, plus la 

consommation du glycérol (passage de 8,04 g.L-1 à pH 6 à 1,28 g.L-1 à pH 3, Fig. III.1.1a) et 

la production de 3-HPA (passage de 5,58 g.L-1 à pH 6 à 0,64 g.L-1 à pH 3, Fig. III.1.1a) 

diminuent. En revanche, l’impact sur la production de 1,3-PDO et 3-HP est minime (entre 0,7 

and 0,9 g.L-1 pour le 3-HP et entre 0,25 and 0,35 g.L-1 pour le 1,3-PDO), sauf à pH 3, 
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condition pour laquelle seule une faible production de 3-HP est visible (0,12 g.L-1) et aucune 

production de 1,3-PDO n’est détectée. De plus, le ratio molaire 3-HP / 1,3-PDO est favorable, 

quelle que soit la valeur de régulation du pH.  

 
On observe également une diminution du pourcentage de cellules viables lorsque la 

valeur de régulation du pH diminue, particulièrement à pH 3 (Fig. III.1.1 b). Étant donnée la 

baisse globale de la production des molécules potentiellement inhibitrices (3-HPA et 3-HP) 

avec celle du pH, l’inhibition observée peut être attribuée principalement à l’acidité du milieu, 

confirmant ainsi l’impact des faibles pH sur l’état physiologique de L. reuteri (Fig. 6 et 7 c, 

Burgé et al. 2015b), même si le 3-HPA produit dans ces conditions contribue également à 

l’impact néfaste sur les bactéries. L’étude menée récemment par Dishisha et al. (2014) 

confirme l’influence du pH du milieu de bioconversion sur les performances de production du 

3-HP. Ainsi, le passage d’un pH régulé à 5 à un pH régulé à 7 conduit à une augmentation du 

rendement spécifique de production du 3-HP, ce qui est en accord avec la valeur des pH 

optimum rapportés pour les enzymes PduP (Sriramulu et al. 2008) et PduQ (6,2 ; Talarico et 

al. 1990). Cette étude souligne donc la nécessité de réguler le pH à une valeur proche du pH 

physiologique (entre 6 et 7, Kandler et al. 1980). Concernant l’intégration ultérieure au 

procédé de séparation, un compromis peut être trouvé en travaillant à pH 5, ce qui conduirait 

cependant à une diminution des performances de production.  

 
L’étude de l’impact de chaque métabolite de la voie sur l’état physiologique de L. 

reuteri DSM 17938, dont les résultats sont présentés dans l’article ci-dessus, a mis en 

évidence des phénomènes d’inhibition causés par le 3-HPA et le 3-HP (dans une moindre 

mesure et à pH acide). Concernant le 3-HP, son extraction in situ  devrait permettre de 

diminuer voire de supprimer l’inhibition induite, comme cela a déjà été montré pour d’autres 

acides organiques (acide propionique, Jin and Yang 1998 ; acide butyrique, Wu et al. 2003). 

Cette approche correspond à celle développée dans ce travail de thèse (cf. partie III.2). En 

plus de cette démarche d’ISPR, la réalisation de la bioconversion avec un apport contrôlé en 

glycérol, récemment décrite dans la littérature (Kumar et al. 2013a, Dishisha et al. 2014), 

constitue un mode de conduite approprié dans le cadre de la production de 3-HP par L. 

reuteri.  
 

Ainsi, quelques essais en mode « fed-batch » ont été réalisés en bioréacteur. Pour cela, 

différents débits d’ajout du glycérol ont été testés. Suite à l’étude de l’impact du pH sur les 

performances de bioconversion, avec en vue le couplage ultérieur avec le procédé de 
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séparation, il a été choisi de réguler le pH à 5. Les résultats de la comparaison entre les modes 

« batch » et « fed-batch » sont présentés sur la Figure III.1.2.  
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Figure III.1.2 : Comparaison des performances de bioconversion de L. reuteri DSM 17938 en modes 

« batch » (concentration initiale en glycérol égale à 22,8 g.L-1) et « fed-batch » (apport de 0,5 g.h-1 de 

glycérol) à une concentration cellulaire de 2.1010 UFC.mL-1, pH 5, 37°C, 250 rpm. a : Synthèse des 

résultats de la comparaison. b : Évolution du rendement molaire 3-HP / glycérol au cours du temps. c : 

Évolution du ratio molaire 3-HPA / glycérol au cours du temps.  
 

Si la production de 3-HP n’est pas améliorée (0,66 g ; Figure III.1.2a) en mode « fed-

batch », le rendement de production par rapport au glycérol est multiplié par un facteur 

compris entre 4 et 7 (Figure III.1.2b) La diminution visible de ce rendement au cours du 

temps est probablement liée à l’inhibition provoquée par l’accumulation de 3-HPA et 3-HP. 

Concernant l’accumulation de 3-HPA, néfaste pour les bactéries, elle est minimisée 

(production inférieure à 0,5 g, diminution d’un facteur 13 par rapport au mode « batch ») du 

fait de l’apport contrôlé du substrat. La part de glycérol transformée en 3-HPA est donc 

inférieure en mode « fed-batch » par rapport au mode « batch » (Figure III.1.2c). La durée de 

la production de 3-HP est nettement augmentée, passant de 30 min à 5 h lorsque le glycérol 
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est apporté progressivement. Cette amélioration des performances de bioconversion est due, 

au moins en partie, à la diminution importante de l’accumulation de 3-HPA dans le milieu. La 

concentration en 3-HPA accumulé (6,2 mM, 0,46 g.L-1) est cependant proche de la 

concentration inhibitrice de l’enzyme PduP (0,6 g.L-1, Zeng et al. 2002), qui catalyse la 

transformation du 3-HPA en 3-HP-CoA, ce qui pourrait expliquer que la production de 3-HP 

n’est pas améliorée en mode « fed-batch ». 
 

Après avoir montré les intérêts de l’apport du substrat en mode « fed-batch », différents 

débits d’alimentation en glycérol ont été testés (0,25, 0,5 et 0,7 g.h-1) afin d’en évaluer 

l’impact sur les performances générales de bioconversion. Les résultats des suivis de 

l’accumulation du substrat dans le réacteur et de production des métabolites sont présentés sur 

la Figure III.1.3. 
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Figure III.1.3 : Influence du débit d’apport de glycérol lors d’une bioconversion en mode « fed-

batch » par la souche DSM 17938 (2.1010 UFC.mL-1, pH 5, 37°C, 250 rpm). Cinétiques 

d’accumulation : a : du glycérol (g), b : du 3-HPA produit (g) et c : du 3-HP produit (g). d : Évolution 

de la quantité de 3-HP produite après 2,5 h de bioconversion en fonction du débit d’apport du glycérol. 
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On constate tout d’abord que, quel que soit le débit en glycérol, la totalité du substrat 

apporté est consommée jusqu’à 2,5 h de bioconversion (Figure III.1.3 a). Ainsi, même le débit 

d’apport de 0,7 gglycérol/h permet d’éviter l’accumulation du substrat au début de la 

bioconversion. A partir de 2,5 h, le glycérol commence à s’accumuler, de manière plus 

importante lorsque le débit d’apport augmente. Ceci indique que la transformation du glycérol 

par les bactéries cesse. En ce qui concerne les productions de 3-HP et de 3-HPA, on remarque 

que les quantités augmentent jusqu’à 3 h de bioconversion dans le cas des débits de 0,25 et 

0,7 gglycérol/h et jusqu’à 5 h pour le débit de 0,5 gglycérol/h (Figures III.1.3 b et c). Ces premiers 

résultats doivent être confortés par la réalisation d’expériences supplémentaires dans les 

mêmes conditions opératoires. L’accumulation de 3-HPA demeure faible pour tous les débits 

testés (< 0,5 g pour 0,7 et 0,5 gglycérol/h, et même < 0,2 g pour le débit de 0,25 gglycérol/h ; 

Figure III.1.3 b) et inférieure à la production de 3-HP (0,87, 0,66 et 0,30 g, respectivement ; 

Figure III.1.3 c). Enfin, jusqu’à 3 h de bioconversion, les quantités de 3-HP atteintes sont 

proportionnelles au débit d’apport du glycérol (exemple après 2,5 h de bioconversion sur la 

Figure III.1.3 d). 

 
La faible accumulation de 3-HPA (mais aussi de glycérol) dans le milieu et 

l’augmentation de la production de 3-HP soulignent une nouvelle fois l’intérêt de cette 

conduite en mode « fed-batch ». Les travaux menés par Dishiha et al. (2014) constituent l’une 

des rares études portant sur la production par voie biotechnologique du 3-HP par L. reuteri. 

Les performances de bioconversion obtenues en mode « fed-batch » sont meilleures (environ 

10 g de 3-HP produit en 20 h à partir de 22 g de glycérol, pas d’accumulation de 3-HPA dans 

le milieu pendant 10 h). Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer ces 

différences de résultats. Tout d’abord, Dishiha et al. (2014) ont utilisé la souche DSM 20016, 

plus résistante au stress global généré pendant la bioconversion (Figure 6, Burgé et al. 2015b) 

et moins productrice en 3-HPA (Figure 3, Burgé et al. 2015b). De plus, lors de la phase de 

croissance bactérienne, le milieu utilisé par Dishiha et ses collaborateurs a été supplémenté en 

1,2-PDO. Or cette molécule est connue  (Toraya 2000, Yamanishi et al. 2012) pour son rôle 

dans l’activation de l’expression de gènes codant pour les enzymes impliquées dans le 

métabolisme du glycérol et dans la synthèse de protéines structurales participant à la 

formation de micro-compartiments cellulaires, les métabolosomes, qui auraient un rôle 

protecteur vis-à-vis des métabolites inhibiteurs produits (Kerfeld et al. 2010). 
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L’arrêt de la production (et donc de l’accumulation) de 3-HP et de 3-HPA entre 3 et 5 h 

après le début de la bioconversion peut être expliqué par plusieurs hypothèses. En effet, le 3-

HPA provoque un dysfonctionnement des enzymes du métabolisme cellulaire (via des 

interactions avec les groupements thiols et amines des protéines, Schaefer et al. 2010), 

notamment celles de la voie de bioconversion du glycérol. D’autre part, cette molécule 

s’avère toxique pour les cellules et affecte leur survie (Cleusix et al. 2007). Cet arrêt brutal 

pourrait également être lié à un déficit de vitamine B12 (adénosyl-cobalamine), d’ions Mg2+ 

et d’ATP, l’ensemble étant nécessaire au fonctionnement des enzymes de réactivation 

permettant le maintien de l’activité de la glycérol/diol déshydratase (catalysant la 

déshydratation du glycérol en 3-HPA) (Toraya et al. 2000, Yamanishi et al. 2012).  
 

La proportionnalité entre la quantité de 3-HP synthétisée et le débit de glycérol permet 

d’envisager une amélioration de la production de la molécule d’intérêt par l’augmentation du 

débit d’alimentation en substrat. Toutefois, il sera nécessaire de veiller à pallier la hausse 

concomitante de l’accumulation de 3-HPA. 
 

L’adoption d’un mode « fed-batch » pour l’apport du glycérol durant la bioconversion a 

donc permis de diminuer la quantité de 3-HPA excrétée dans le milieu, d’augmenter le 

rendement de conversion du glycérol en 3-HP et d’allonger la phase de production. Les 

travaux doivent cependant être répétés pour confirmer les observations et poursuivis pour 

améliorer les performances de production biotechnologique de la molécule d’intérêt par L. 

reuteri. 
 

1.2.4 Etude de l’inhibition induite par le 3-HP sur L. reuteri 
 

Afin d’approfondir la compréhension des mécanismes à l’origine de l’inhibition 

provoquée par le 3-HP sur les bactéries productrices, différents travaux ont été réalisés. Des 

tests de croissance de L. reuteri en milieu liquide en présence de 3-HP ont d’abord été 

effectués avec les trois souches étudiées. Différentes concentrations en 3-HP ont ainsi été 

testées, appartenant à la gamme de production attendue pour cette molécule. Les résultats sont 

présentés sur la Figure III.1.4. 
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Figure III.1.4 : Influence de l’ajout de 3-HP entre 0 et 5 g.L-1 dans le milieu de culture MRS sur la 

cinétique de croissance bactérienne de trois souches de L. reuteri a : DSM 17938, b : DSM 20016, c : 

ATCC 53608. Ces résultats correspondent à une moyenne réalisée sur deux expérimentations 

indépendantes. 
 

Pour les trois souches étudiées, un impact net sur la croissance est visible pour une 

concentration en 3-HP de 5 g.L-1. En présence de 3-HP à 5 g.L-1, les cinétiques de croissance 

sont affectées (Figure III.1.4), mais de manière différente pour chacune des souches. Cela 

permet de supposer que les niveaux de résistance au stress acide sont variables selon la souche 

testée. Ainsi, la croissance de la souche DSM 17938 est fortement impactée par la présence de 

5 g.L-1 de 3-HP (diminution d’environ 30 % de la DO finale et du taux maximal de croissance 

et phase exponentielle retardée par rapport au milieu sans 3-HP ; Figure III.1.4 a). L’impact 

est moindre sur les souches DSM 20016 et ATCC 53608 (même DO finale que celle du 
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témoin), bien que la cinétique de croissance soit affectée (taux maximal de croissance 

diminué de 20 % et phase exponentielle retardée et plus courte ; Figure III.1.4 b et c). Ces 

résultats sont cohérents avec ceux présentés dans la Figure 6 c (Burgé et al. 2015b, impact de 

la bioconversion du glycérol en 3-HP sur la cultivabilité cellulaire, évalué par dénombrement 

sur boîtes de Pétri). L’ensemble de ces données montrent que le classement des souches en 

fonction de leur résistance potentielle au stress 3-HP est semblable en milieu liquide ou 

solide. Une étude récente (Kildegaard et al. 2014) souligne  l’influence de l’ajout de 3-HP 

(entre 0 et 100 g.L-1) dans le milieu de culture de S. cerevisiae. Le taux de croissance maximal 

diminue ainsi avec la concentration en 3-HP dans le milieu de culture. Si la croissance est 

affectée dès l’ajout de 3-HP dans le milieu, plus aucune croissance n’est visible à partir de 50 

g.L-1. Ces travaux ont également montré que, à concentration identique en 3-HP (25 et 50 g.L-

1), la croissance de S. cerevisiae était plus affectée lorsque le pH du milieu était diminué, ce 

qui permet de conclure à un effet de la molécule à forte concentration, indépendamment de 

l’acidité liée à sa présence. Cette différence d’impact en fonction de la forme de l’acide 

(dissociée ou non dissociée) est connue et bien documentée dans le cas de l’acide lactique. Par 

exemple, la croissance de Lactobacillus helveticus est inhibée pour des concentrations en 

acide lactique beaucoup plus faibles (10 g.L-1 environ) en comparaison aux concentrations en 

lactate (60 g.L-1 environ) (Schepers et al. 2002). 
 

L’étude de l’impact de 2,5 g.L-1 de 3-HP (à pH 3 et 5) sur l’état physiologique de L. 

reuteri, effectuée par cytométrie en flux, a montré que l’activité enzymatique générale des 

bactéries était affectée à pH 3 (pas d’impact significatif à pH 5 comparé au témoin sans 3-

HP ; Figure 7c, Burgé et al. 2015b). Afin de mieux comprendre les effets du stress acide 

provoqué par le 3-HP sur L. reuteri, des mesures de pH intracellulaire (pHi) ont été réalisées 

par cytométrie en flux, avec pour objectif de vérifier la capacité des bactéries à réguler leur 

pHi en milieu acide. Pour cela, la souche DSM 17938 a été choisie comme modèle. Les 

résultats ne montrent cependant pas de baisse du pHi même lorsque le milieu extérieur est très 

acide (pH = 2,3, correspondant à l’ajout de 50 g.L-1 de 3-HP). En effet, le pHi varie entre 6,5 

et 7,5 quelle que soit la concentration en 3-HP testée (0 ; 2,5 ; 10 ; 50 g.L-1, pour des 

variations de pH comprises entre 3,1 et 2,4). Des résultats similaires sont observés par mesure 

du pHi lors d’une production de 3-HP par bioconversion du glycérol (pH extracellulaire = 4,5 

et pHi = 7,03). Ces résultats semblent indiquer que L. reuteri parvient à réguler son pHi et 

donc à éjecter les protons contre le gradient de pH (entre le cytoplasme et le milieu 

extracellulaire), probablement par l’intermédiaire de pompes à protons ATP-dépendantes, 
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mécanisme déjà décrit dans les mécanismes généraux de résistance au stress acide chez les 

bactéries lactiques (van de Guchte et al. 2002, De Angelis and Gobbetti 2004). L’impact 

délétère du 3-HP, jusqu’à 50 g.L-1, bien que lié au moins en partie à l’acidification du milieu 

extérieur, ne serait donc pas causé directement par un défaut de régulation du pH 

intracellulaire conduisant à une acidification du cytoplasme. Ces premiers résultats doivent 

cependant être répétés et éventuellement confirmés par d’autres méthodes, par exemple en 

RMN du proton in vivo. 

 
Le stress acide, dû à la production de 3-HP durant la bioconversion, n’est cependant pas 

le seul à générer un effet inhibiteur sur les bactéries productrices. D’après la littérature, un 

stress oxydatif, principalement lié à la présence de 3-HPA (Schaefer et al. 2010, Vollenweider 

et al. 2010), est également suspecté d’impacter les bactéries pendant la bioconversion du 

glycérol. Ce stress oxydatif, se manifestant notamment par la production de ROS sous la 

forme d’H2O2, O2
- ou OH•, pourrait également être lié à l’activité de la NADH oxydase 

(NOX, van Niel et al. 2002) ce qui expliquerait, selon notre hypothèse, la production de 3-HP 

supérieure à celle du 1,3-PDO (ratio molaire 3-HP/1,3-PDO > 1). Si l’implication du 3-HPA 

dans la génération d’un stress oxydatif pour les bactéries (E. coli notamment) a déjà été 

démontrée (Vollenweider et al. 2010, Schaefer et al. 2010), la participation du 3-HP (via 

l’effet molécule ou pH) dans ce type de stress n’a été encore que peu étudiée en détails, et pas 

chez L. reuteri. Ainsi, une étude parue récemment (Kildegaard et al. 2014) met en évidence la 

capacité du 3-HP à provoquer un stress de type oxydatif chez E. coli et S. cerevisiae. En 

contact avec cette molécule (50 g.L-1), une augmentation de l’expression des gènes impliqués 

dans la réponse au stress oxydatif (AHP1, YPR1, GLR1, GSH1, GRE3) a été observée. La 

présence de protons intracellulaires, issus de la décomposition des acides organiques dans le 

cytoplasme, peut également provoquer la production de radicaux libres conduisant à un stress 

oxydatif important chez S. cereviviae en conditions aérobies (Piper et al. 2001, Casal et al. 

2008). Plus généralement, l’acidification du milieu qui résulte de la production d’un acide 

organique est responsable d’un stress acide qui entraîne une modification importante du 

métabolisme. Cette acidification exacerbe ainsi les effets du stress oxydatif, comme le 

suggère la surproduction de la SOD (super oxyde dismutase) chez L. lactis (Corrieu and 

Luquet 2008). Un lien entre stress acide et stress oxydatif a aussi été rapporté chez S. aureus 

(Clements et al. 1999). 
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Afin de vérifier la possible génération de ROS lors du contact du 3-HP avec L. reuteri, 

des expérimentations ont été réalisées sur la souche DSM 17938. Des suspensions cellulaires, 

récoltées en début de phase stationnaire de croissance, ont ainsi été mises en contact pendant 

30 minutes avec des concentrations croissantes en 3-HP (de 0 à 50 g.L-1, pour des variations 

de pH comprises entre 3,1 et 2,4). La génération de ROS a été mesurée par cytométrie en flux 

en utilisant le marqueur dihydroéthidium (DHE), clivé en présence d’anions superoxydes O2
-. 

Les résultats sont présentés sur la Figure III.1.5. 
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Figure III.1.5 : Evaluation de la production de ROS sous forme d’anion superoxyde (O2
-) par L. 

reuteri DSM 17938, après marquage au dihydroéthidium (DHE) et détection par en cytométrie en flux, 

suite à la mise en contact des bactéries pendant 30 minutes avec différentes concentrations en 3-HP. 

En absence de 3-HP, aucune cellule n’est marquée au DHE, et donc aucun ROS de type 

O2
- n’est détecté dans le cytoplasme bactérien. En présence de 3-HP, le pourcentage de 

cellules marquées augmente avec la concentration en acide. A forte concentration (50 g.L-1), 

la quasi-totalité (91,3 %) des bactéries a généré des ROS sous forme d’anions superoxydes, 

permettant de supposer l’implication du 3-HP dans le développement d’un stress de type 

oxydatif. La détection des ROS H2O2 et OH• par cytométrie en flux, en utilisant d’autres types 

de marqueurs adaptés à chacun d’eux, est envisagée afin de conforter cette hypothèse d’un 

lien entre stress acide et stress oxydatif. De même, afin de découpler les effets pH et molécule 

dans le cas du stress 3-HP, des répétitions de ces expériences à pH régulé seraient 

intéressantes. L’étude de la mise en place par L. reuteri des mécanismes de défense et de 

réponse à un stress 3-HP par des approches transcriptomiques, jamais réalisée à ce jour, est 

également envisagée pour compléter ce travail. 
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1.2.5 Conclusion et perspectives de l’étude 
 

Cette partie du travail a d’abord permis d’avancer dans la compréhension de 

l’orientation du flux de carbone au sein de la voie métabolique de la bioconversion du 

glycérol en 3-HP. Les ratios molaires entre le 3-HP et le 1,3-PDO produits, indiquent 

systématiquement une production de 3-HP plus importante que celle du co-produit, et ce, 

quelles que soient les conditions (bouteille ou bioréacteur, mode « batch » ou « fed-batch »). 

Parmi les trois souches de L. reuteri évaluées, la souche DSM 17938 apparaît comme la plus 

intéressante pour la poursuite de l’étude et a donc été utilisée pour la mise en œuvre en 

bioréacteur. Néanmoins, les résultats obtenus en termes de concentration maximale en 3-HP 

et de rendement par rapport au glycérol sont moins élevés que ceux obtenus en bouteilles. 

L’apport du glycérol en mode « fed-batch » permet de minimiser l’accumulation de 3-HPA 

dans le milieu extracellulaire tout en augmentant de manière significative le rendement de 

production de 3-HP. Si des répétitions et des travaux complémentaires (augmentation du débit 

en glycérol notamment) sont nécessaires, ces premiers résultats montrent bien l’intérêt de 

cette approche dans le cas de la production biotechnologique du 3-HP. D’autre part, afin de 

diminuer la toxicité induite par le 3-HPA, il pourrait être envisagé de bloquer la fonction 

aldéhyde du 3-HPA excrété malgré tout en mode « fed-batch ». Cela peut être réalisé par 

complexation avec du bisulfite de sodium (Sardari et al. 2013, Stevens et al. 2013) ou ajout de 

sulfite d’hydrogène (Rütti et al. 2011), ainsi que par réaction avec des groupements 

carbohydrazides (Krauter et al. 2012) et semicarbazides (Vancauwenberge et al. 1990, Ulmer 

and Zeng 2007, Sardari et al. 2014). Comme évoqué précédemment, il sera également 

intéressant d’étudier l’impact des conditions de croissance des bactéries sur leurs 

performances ultérieures de bioconversion. 

 
L’étude de l’impact de la bioconversion et des différents métabolites de la voie sur l’état 

physiologique des bactéries productrices a permis de confirmer l’effet inhibiteur induit par le 

3-HPA et de mettre en évidence un phénomène d’inhibition dû au 3-HP et plus précisément à 

l’acidité causée par son excrétion dans le milieu. Ce stress acide pourrait être lié à l’induction 

d’un stress de type oxydatif, se traduisant par la génération de ROS, des espèces très réactives 

dérivées de l’oxygène, qui pourrait expliquer une partie des résultats observés. Des répétitions 

et études complémentaires par cytométrie en flux et analyse transcriptomique sont envisagées 

pour valider cette hypothèse et améliorer notre compréhension des mécanismes à la base des 

effets inhibiteurs observés dans le cas du 3-HP mais aussi du 3-HPA. 
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Si l’inhibition due au 3-HPA peut encore être réduite par l’optimisation de la conduite 

en mode « fed-batch » et par la maîtrise du procédé de production en réacteur, une stratégie 

consistant à extraire in situ le 3-HP du milieu de bioconversion permettrait de diminuer 

l’impact du stress acide généré et d’améliorer de ce fait les performances de bioconversion. 
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2 – Extraction liquide-liquide réactive du 3-HP  
 
2.1 Impact de la composition de la phase organique sur l’extraction réactive du 3-HP 
 

2.1.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 

Alors que l’essentiel des travaux s’intéressent à l’optimisation de la production du 3-HP 

par des approches de type ingénierie métabolique, une autre stratégie appelée ISPR ou 

bioconversion extractive consisterait à extraire de façon sélective le 3-HP de son milieu de 

façon à limiter sa toxicité et à récupérer la molécule d’intérêt tout en améliorant les 

performances de bioconversion. Pas encore mise au point dans le cas de la production du 3-

HP par voie microbienne, cette approche s’est révélée efficace dans le cas d’autres acides 

organiques (acides lactique, propionique et butyrique notamment). Décrite dans quelques 

travaux de la littérature, notamment concernant son isomère de position le 2-HP (acide 

lactique ou 2-hydroxypropionique), l’extraction réactive liquide-liquide constitue une 

technique d’extraction d’intérêt. Basée sur la formation d’un complexe entre l’acide et une 

molécule extractante, elle permettrait de récupérer de façon sélective le 3-HP à partir du 

milieu de bioconversion.  
 

L'étude de l’état de l’art a permis le choix d'une amine tertiaire (tri-n-octyl amine, TOA) 

et d'un ammonium quaternaire (Aliquat 336) comme molécules extractantes et du n-décanol 

comme diluant. L’extraction réactive du 3-HP a ensuite été étudiée pour la première fois et les 

résultats comparés à celle du 2-HP, étant donnée l'analogie structurale entre ces deux acides. 

L’influence de différents paramètres tels que la concentration en acide, la composition de la 

phase organique extractante et le pH a ainsi été étudiée et des tests sur milieu réel de 

bioconversion ont été réalisés afin d’évaluer l’impact de la composition de celui-ci sur les 

performances générales d’extraction. 
 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d'une publication au Journal of Chemical 

Technology and Biotechnology (2015) et ont permis de déterminer une composition de la 

phase organique permettant une extraction réactive efficace et sélective de la molécule 

d’intérêt, y compris en milieu réel de bioconversion. 
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2.1.2 Reactive extraction of 3-hydroxypropionic acid from model aqueous solutions and real 
bioconversion media. Comparison with its isomer 2-hydroxypropionic (lactic) acid 

 
Publication parue au Journal of Chemical Technology and Biotechnology (Moussa et al. 2015) 

 
Résumé : 

 
La bioconversion constitue une voie prometteuse pour la production de molécules 

plateformes et synthons biosourcés comme le 3-HP. L’extraction réactive peut notamment 

être utilisée pour séparer le 3-HP de son milieu de production et également être intégrée au 

procédé de bioconversion. Cependant, il n’y a à l’heure actuelle aucune étude publiée sur 

l’extraction réactive de cette molécule. Ce travail a donc pour but d’étudier l’extraction du 3-

HP avec la tri-n-octylamine (TOA) et l’Aliquat 336 comme extractants solvatés dans du n-

décanol. La comparaison est effectuée avec les nombreux travaux réalisés sur l’extraction 

réactive de son isomère de position le 2-HP (acide lactique). Enfin, l’extraction du 3-HP en 

milieux modèle et réel de bioconversion est étudiée. 
 

L’utilisation combinée des deux molécules extractantes (TOA et Aliquat 336) a montré 

des performances intéressantes dans une large gamme de conditions expérimentales, 

soulignant l’existence d’un effet synergique entre ces deux molécules. Un des mécanismes 

d’extraction possibles considère ainsi la formation d’un complexe ternaire entre TOA, Aliquat 

336 et l’acide carboxylique. Ce mécanisme est vraisemblablement le même dans le cas du 2-

HP, dont l’extraction présente un comportement similaire mais qui varie en ordre de grandeur 

des performances. Quand le 3-HP est extrait à partir d’un milieu réel de bioconversion, 

certains composés d’origine cellulaire sont suspectés de s’adsorber à l’interface entre phases 

aqueuse et organique. Cet effet, ainsi que la compétition possible entre le 3-HP et d’autres 

composés pouvant réagir avec les extractants, conduisent à une limitation du rendement et de 

la sélectivité des extractions. 
 

Les conditions expérimentales pour une extraction efficace du 3-HP sont ainsi étudiées 

et détaillées pour la première fois. Des travaux supplémentaires doivent être entrepris pour 

mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l’extraction sur milieu réel, notamment au 

sein d’un système intégré de bioconversion extractive.   
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2.1.3 Conclusion et perspectives de l’étude 
 

Cette étude a d’abord permis de montrer que l’extraction réactive liquide-liquide du 3-

HP en phase aqueuse était possible et favorable, dans de nombreuses conditions de pH, pour 

différentes concentrations en acide et diverses compositions de la phase organique 

extractante. La comparaison réalisée avec le 2-HP a cependant mis en évidence des 

performances moindres par rapport à cet isomère de position, qui s’explique au moins en 

partie par les différences en acidité et en hydrophobicité entre ces deux molécules. 

L’utilisation combinée d’amine tertiaire (TOA) et d’ammonium quaternaire (Aliquat 

336) solvatés dans du n-décanol a montré une synergie dans l’extraction du 3-HP. Cette 

extraction est favorisée à pH acide, ce qui semble indiquer que l'amine tertiaire, de par son 

mécanisme d’action, serait principalement impliquée dans la formation du complexe avec 

l’acide. L’Aliquat 336, en formant un complexe ternaire avec la TOA et le 3-HP permettrait 

alors la stabilisation de celui-ci, lui assurant notamment une meilleure solubilité en phase 

organique.  

Des essais réalisés sur milieu modèle et réel de bioconversion montrent que, si la 

composition du milieu contenant les diverses molécules de la voie de biosynthèse du 3-HP 

(glycérol, 3-HPA et 1,3-PDO) n’a que peu d’effet sur les performances d’extraction 

(coefficient de distribution et pourcentage d’extraction en phase organique), la présence de 

composants d’origine cellulaire comme des phospholipides ou des protéines impacte 

grandement la capacité à extraire. Cependant, le calcul de la sélectivité confirme que le 3-HP 

est majoritairement extrait du milieu de bioconversion, les autres molécules n’étant que peu 

ou pas retrouvées en phase organique. Ce travail confirme donc bien l’intérêt de l’approche 

par extraction réactive liquide-liquide envisagée pour la récupération in situ du 3-HP produit à 

faible titre en milieu aqueux complexe. 

Pour limiter le contact direct entre les bactéries présentes dans le milieu de 

bioconversion et la phase organique extractante, ainsi que pour augmenter la surface 

d’échange disponible, une extraction liquide-liquide réactive assistée par contacteur à 

membrane a été envisagée. Cette technique, déjà décrite dans la littérature dans le cas du 2-HP 

permettrait d’envisager l'intégration des procédés de bioconversion et d'extraction réactive du 

3-HP. 
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2.2 Optimisation de l’ERCM du 3-HP sur milieu modèle et réel de bioconversion 
 

2.2.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 

L’extraction réactive liquide-liquide d’acides organiques par des amines a été largement 

étudiée et décrite dans le cas de la séparation de l’acide lactique mais aussi, plus récemment, 

du 3-HP (Moussa et al. 2015). Cette réaction nécessite la mise en contact dispersif de la phase 

aqueuse contenant l’acide avec une phase organique extractante. En plus des problématiques 

de toxicité éventuelle pour la cellule, cette méthode dispersive peut conduire à la formation 

d’émulsions stables non désirées. Une solution permet de pallier ces problèmes, tout en 

augmentant la surface spécifique d’échange : l’utilisation de contacteurs à membrane, 

méthode déjà décrite pour l’extraction réactive du 2-HP et d'autres acides organiques mais pas 

encore dans le cas du 3-HP.  
 

A la suite de l’étude visant à déterminer la composition d’une phase extractante adaptée 

à l'extraction réactive du 3-HP en milieu aqueux, la mise en œuvre de cette extraction  en 

contacteur membranaire a été réalisée. L’influence de différents paramètres expérimentaux a 

été étudiée : pH, concentration en 3-HP, complexité de la phase aqueuse (milieu modèle vs 

milieu réel de bioconversion), composition de la phase extractante en mélange ayant montré 

une synergie TOA+Aliquat 336 ou bien avec de la TOA seule.  
 

Ces travaux, ayant pour but d’optimiser les performances de l’extraction réactive du 3-

HP, mais aussi de mieux comprendre et contrôler les mécanismes limitant le transfert du 3-HP 

au sein du procédé de séparation, ont fait l’objet d’une publication au Journal of Chemical 

Technology and Biotechnology. 
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2.2.2 Optimization of biobased 3-hydroxypropionic acid reactive extraction assisted by 
hollow-fiber membrane contactor using tri-n-octyl-amine and Aliquat 336 in n-decanol 

 
Publication parue au Journal of Chemical Technology and Biotechnology (Burgé et al. 2016) 
 
Résumé : 
 

L’extraction réactive liquide-liquide constitue une technique prometteuse pour la 

récupération ciblée d’acides carboxyliques depuis un milieu de bioconversion. Ce travail est 

centré sur l’optimisation de l’extraction réactive du 3-HP assistée par contacteur membranaire 

(ERCM), en utilisant la tri-octyl amine (TOA) et l'ammonium quaternaire Aliquat 336 comme 

molécules extractantes solvatées dans du n-décanol, et focalisé sur ses applications pratiques 

pour récupérer sélectivement le 3-HP obtenu par bioconversion du glycérol chez L. reuteri.  
 

Les résultats soulignent d'abord l’influence du pH initial et de la concentration en acide 

de la phase aqueuse ainsi que l’impact de la composition de la phase organique extractante sur 

les performances de l’extraction. Le coefficient de distribution le plus important obtenu pour 

le 3-HP (KD = 13) a été observé à pH 3 avec phase organique composée de 10 % v/v de TOA 

+ 10 % v/v d’Aliquat 336 + 80 % v/v de n-décanol. Cette étude montre également que si la 

concentration en acide et le ratio entre les extractants n’a que peu d’influence sur le KD, ces 

deux paramètres ont un impact sur la cinétique d’extraction. De plus, la faisabilité de l’ERCM 

du 3-HP à partir d’un milieu réel de bioconversion avec le glycérol comme substrat de départ 

est démontrée, avec une cinétique d’extraction du même ordre de grandeur mais avec un 

coefficient de distribution plus faible par rapport aux expérimentations effectuées sur milieu 

modèle.  
 

En comparaison aux autres molécules de la voie de biosynthèse du 3-HP (glycérol, 3-

HPA, 1,3-PDO), le 3-HP est préférentiellement extrait du milieu de bioconversion, confirmant 

ainsi la forte sélectivité du procédé d’extraction étudié et son potentiel pour l'extraction in situ 

intégrée  à la production biotechnologique du 3-HP. 
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2.2.3 Conclusion et perspectives de l’étude 
 
 

La mise en œuvre de l’extraction réactive liquide-liquide du 3-HP en contacteur 

membranaire a été réalisée en milieu modèle et réel de bioconversion et l’influence de 

différents paramètres tels que le pH du milieu, la concentration en acide et la composition de 

la phase organique extractante a été étudiée. Concernant le pH, même si les résultats obtenus 

montrent un coefficient de transfert et un coefficient de distribution plus élevés, ainsi qu’une 

constante de temps plus faible à pH acide, l’extraction du 3-HP est tout de même possible sur 

une large gamme de pH, ce qui la rend compatible avec des conditions de bioconversion (pH 

5-6). La récupération de la molécule d’intérêt est également favorable sur la gamme de 

concentration testée (entre 0,5 et 2g.L-1) et attendue lors de la bioconversion du glycérol en 3-

HP. 

Ce travail a également permis de souligner le potentiel de l’ERCM comme procédé de 

séparation performant pour l'extraction sélective in situ de l'acide 3-HP, même si son 

extraction en milieu réel de bioconversion a montré des performances plus faibles qu’en 

milieu modèle. La présence de composés cellulaires pourrait expliquer en partie cette 

diminution des performances. Ainsi, la baisse du coefficient de transfert de matière pourrait 

s’expliquer par la présence éventuelle de protéines excrétées par les bactéries dans le milieu 

aqueux, et qui s’adsorberaient au niveau de la membrane du contacteur en raison de leur 

caractère tensioactif. De même, la baisse du rendement d’extraction serait liée à la présence 

dans le milieu de sels, issus du lavage au moment de la récolte des cellules après la phase de 

croissance et qui pourraient être extraits aux dépends du 3-HP (compétition moléculaire). Des 

études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces hypothèses et augmenter les 

performances d’extraction en milieu réel de bioconversion. Un changement du protocole de 

lavage, qui utilise du tampon PPB générateur de sels, est ainsi envisagé, de même que la mise 

en place d’une étape de filtration du milieu de bioconversion pour éliminer les 

macromolécules. 

Suite à la mise au point du procédé d’extraction du 3-HP en milieux modèles et réels de 

bioconversion, cette étape va être couplée à la production du 3-HP par L. reuteri en 

bioréacteur pour parvenir à un procédé intégré. Cette phase du travail permettra ainsi 

d’étudier les interrelations entre la bioconversion et la séparation. Néanmoins, la 

biocompatibilité de la phase organique extractante vis-à-vis des bactéries productrices doit 

être évaluée avant les premiers tests d’intégration des deux procédés. 
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3 – Intégration de la production par voie microbienne et de l’extraction 
réactive in situ du 3-HP 
 
3.1 Contexte et objectifs de l’étude 
 

Les études précédemment réalisées sur la production de 3-HP par voie microbienne à 

partir de glycérol ont confirmé l’intérêt de L. reuteri en tant que micro-organisme producteur. 

Malgré une mise en œuvre en bioréacteur et un apport contrôlé du substrat, les performances 

de production demeurent insuffisantes pour envisager un changement d’échelle. En effet, la 

forte inhibition générée par le 3-HPA et, dans une moindre mesure, le 3-HP, conduisent à des 

productivité, rendement et titre encore trop faibles (Burgé et al. 2015b). L’intégration des 

étapes de bioconversion et d’extraction constitue une stratégie innovante pour lever les 

inhibitions dues au 3-HP et optimiser les performances de production. Cette approche intégrée 

a fait ses preuves dans le cas de l’extraction d’autres acides organiques d’intérêt (acide 

lactique, Xavier et al. 1995 ; acide propionique, Jin and Yang 1998 ; acide butyrique, Wu and 

Yang 2003), diminuant la toxicité pour les bactéries productrices et augmentant les 

performances globales du procédé.  
 

Parmi les différentes techniques de séparation compatibles avec l’ISPR, ainsi qu’avec la 

production microbienne d’un acide organique soluble, hydrophile et non volatil, l’extraction 

liquide-liquide réactive assistée par contacteur à membrane semble prometteuse (Coelhoso et 

al. 1997, Choudhury et al. 1998, Harington and Hossain 2008, Kyuchoukov and Yankov 

2012). Récemment (Moussa et al. 2015, Burgé et al. 2016), il a été montré que l’extraction 

réactive du 3-HP en contacteur à membrane était possible et favorable sur une large gamme 

de pH et de concentrations en acide. Une phase organique composée de TOA et d’Aliquat 336 

dans du n-décanol conduisait ainsi aux meilleures performances (rendement d’extraction et 

coefficient global de transfert de matière). Néanmoins, la biocompatibilité de cette phase 

organique extractante, et notamment l’impact de la fraction soluble de celle-ci, doit être 

évaluée avant les premiers tests d’intégration des deux procédés. 

 
Ces travaux concernent la mise en place la bioconversion extractive du 3-HP, 

l’évaluation des performances générales de celle-ci et l’étude de l’impact de ce procédé 

intégré sur l’état physiologique de L. reuteri. Ils sont présentés sous la forme d’un projet de 

publication, en cours de rédaction, qui sera complété puis soumis ultérieurement. 
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3.2 3-hydroxypropionic acid extractive bioconversion: study of inhibition phenomena during 
glycerol bioconversion, membrane assisted reactive extraction and their integrated process 
 
Projet de publication en cours de rédaction 
 

Résumé : 
 

Les performances de production d’acide 3-hydroxypropionique (3-HP) par 

Lactobacillus reuteri à partir du glycérol sont limitées (faibles productivité, rendement et 

concentration finale). Cela est dû, au moins en partie, à l’inhibition des bactéries productrices 

par le 3-HP et son intermédiaire métabolique, le 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA). Afin 

d’optimiser cette production, l’extraction réactive assistée par contacteur membranaire du 3-

HP, in situ, depuis le milieu de bioconversion, a été mise en œuvre et l’impact de cette 

bioconversion extractive sur les performances générales du procédé (concentration finale en 

3-HP et rendements de production, cinétique et rendement d’extraction) et sur l’état 

physiologique des bactéries a été étudié. A des fins de comparaison avec le procédé intégré, 

différentes conditions opératoires ont également été testées pour l’étape de bioconversion 

d’une part et pour le procédé d’extraction d’autre part. 

 

Les résultats ne montrent pas d’amélioration de la quantité de 3-HP produit en 

comparaison à la bioconversion réalisée sans extraction in situ, en raison d’une forte altération 

de l’état physiologique (activité enzymatique, intégrité membranaire) des bactéries 

productrices. Un aspect cumulatif des différents stress rencontrés au sein du procédé intégré 

(impact du 3-HP et du 3-HPA produits, impact de la fraction soluble de la phase organique, 

impact de la circulation des cellules dans le module) a ainsi pu être mis en évidence. La forte 

toxicité observée est cependant principalement liée à la phase extractante utilisée (tri-

octylamine diluée dans du n-décanol) et à son contact direct avec les bactéries, malgré 

l’utilisation d’un contacteur à membrane. L’existence de pores de grande taille, supérieure à 

celle indiquée par le fournisseur, est notamment suspectée. 
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Abstract 

3-hydroxypropionic acid (3-HP) microbial production by Lactobacillus reuteri 

through glycerol bioconversion is limited because of low productivity, low product yield and 

low product concentration. This can be, at least in part, attributed to the microbial inhibition 

by 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) and 3-HP. In order to optimize its production, 3-HP 

in situ reactive extraction from bioconversion broth was investigated using hollow fiber 

membrane contactor (HFMC) and the so-called integrated system was compared with the 

conventional bioconversion system. Various operating conditions of bioconversion and 

reactive extraction were tested separately to assess their performances. The impact of the 

extractive bioconversion on the overall performance and on bacteria physiological state was 

studied. Results did not provide high 3-HP production relative to bioconversion without 

extraction, but underlined a drastic inhibition of producing bacteria. The origin of this toxicity 

was studied and discussed. The extractant phase (TOA in n-decanol) was found to be toxic to 

free cells in suspension, mainly because of an important phase level toxicity despite the use of 

a HFMC to avoid direct contact between organic phase and bacteria.  

Keywords 

3-hydroxypropionic acid (3-HP), Lactobacillus reuteri, In Situ Product Recovery (ISPR), 

Hollow Fiber Membrane Contactor (HFMC), biocompatibility 
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Introduction 

3-hydroxypropionic acid (3-HP) is a promising building block molecule with many 

applications mainly in chemical industry, for example for (co)-polymerization and production 

of commercially valuable chemicals such as acrylic acid, 1,3-propanediol (1,3-PDO), malonic 

acid and acrylamide (Smithers-Rapra, 2011). 3-HP can also be used as a crosslinking agent 

for polymer coatings, metal lubricants, and antistatic agents for textiles (Gokarn et al. 2002). 

Currently, 3-HP is exclusively synthesized via chemical pathways. Despite its promising and 

diverse applications, the production of 3-HP remains currently of limited usage due to the low 

yield and high production cost (Della Pina et al. 2011). Some studies have demonstrated that a 

few microorganisms, including the Gram-positive probiotic Lactobacillus reuteri, are able to 

produce 3-HP by glycerol bioconversion (Luo et al. 2011, Dishisha et al. 2014). Currently, 

there is an increasing interest in the biotechnological production of this acid from biomass, 

principally starting from glycerol and using recombinant strains of Escherichia coli and 

Klebsiella pneumoniae (Jiang et al. 2009, Kumar et al. 2013, Valdehuesa et al. 2013). 

Nevertheless, this production is limited by low productivity, low product yield and final 

concentration. These limitations can be at least in part attributed to the fact that bacteria are 

strongly inhibited by the metabolic intermediate 3-hydroxypropionaldehyde, 3-HPA, (Cleusix 

et al. 2007, Schaefer et al. 2010, Burgé et al. 2015a), and the 3-HP, especially when the pH is 

below the pKa of the acid (Burgé et al. 2015a).  

Even though there have been many attempts to increase 3-HP yield and production rate 

through the development of engineered bacterial strains, only few studies focused on the set 

up of new processes. The implementation of an “in situ product recovery” (ISPR), by which 

upstream bioconversion is combined with downstream extraction and 3-HP recovery, is a 

potential strategy i) to reduce the inhibitory stress associated with 3-HPA and 3-HP 

accumulation, ii) to increase the performance of the microbial cells and iii) to recover the 

molecule of interest. This strategy, also called extractive bioconversion, has been shown to be 

advantageous for organic acid production such as lactic acid (2-hydroxypropionic acid, 

positional isomer of 3-HP; Ataei and Vasheghani-Farahani, 2008, Boontawan et al. 2011, Xu 

and Xu, 2014), propionic acid (Jin and Yang, 1998), butyric acid (Wu and Yang, 2003, 

Peterson and Daugulis, 2014) and succinic acid (Meynial-Salles et al. 2008, Li et al. 2011) 

leading to significantly improve productivity, product yield and concentration. Several 

techniques have been described for the in situ extraction of carboxylic acids. Among these 

techniques, the reactive liquid-liquid reactive extraction of lactic acid potentially coupled with 
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the use of membrane contactors have been studied (Coelhoso et al. 1997, Huang et al. 2004, 

Harington and Hossain, 2008). In previous works, we demonstrated the feasibility of the 

reactive extraction of 3-HP from real bioconversion media (Moussa et al. 2015; Burgé et al. 

2016).  

In reactive extraction, the aqueous phase containing the acid is brought into contact with 

an organic phase containing a selective amine as extractant. The direct and dispersive contact 

between the two phases can be avoided by using a membrane contactor (Fernandes et al. 

2003, Sirkar 2008, Bringas et al. 2013). Nevertheless, the use of solvents can give rise to a 

series of physical, microbial, and biochemical effects on the cellular activity (Yabannavar and 

Wang, 1991). Toxicity of organic solvents and even extractants constitutes a critical problem 

in extractive bioconversion. The toxicity level depends on the combination of microbe and 

extractant mixture used (Matsumoto et al. 2004). Two distinct kinds of toxicity linked to the 

use of organic solvents have been described: the toxicity due to dissolved organic molecules 

(molecular toxicity) and that due to the presence of a separate organic phase (phase toxicity) 

(Bar and Gainer 1987, Bar 1988, Choudhury et al. 1998). To reduce the solvent toxicity and 

particularly the phase level toxicity, the use of nanoporous membranes has been provided to 

prevent direct contact of the extractant phase with the cells inside broth (Ye et al. 1996, 

Fernandes et al. 2003), while allowing liquid-liquid contact. Other strategies have been 

developed to avoid solvent toxicity, such as the use of immobilized cells (Trauth et al. 2001, 

Tik et al. 2001) or biocompatible solvents (oleyl alcohol, Marinova and Yankov, 2009; 

soybean oil, Yabannavar and Wang, 1991; paraffin oil, Seevaratnam et al. 1991).  

The objective of this work was to study an extractive bioconversion process for 3-HP 

production from glycerol by L. reuteri based on reactive liquid-liquid extraction assisted by a 

hollow fiber membrane contactor (HFMC) and to study the impact of the so-called integrated 

process on the physiological state of the producing bacteria. The process performance, in 

terms of productivity, production yield and final product concentration was studied and 

compared to the conventional bioconversion process without extraction. Molecular level and 

phase level toxicity of the extractant phase used were also studied and discussed.  
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Materials and methods 

Microorganisms and culture conditions 

L. reuteri DSM 17938 was obtained from BioGaia AB (Stockholm, Sweden). All 

solutions and media in contact with L. reuteri were autoclaved at 110 °C for 20 min. 

Inoculum was performed anaerobically in batch mode at 37 °C in MRS medium (Biokar 

diagnostics, Beauvais, France) supplemented with 20 g.L-1 of glucose (initial pH = 6.2) and 

inoculated at an initial cell concentration of around 109 CFU.mL-1 with a first preculture 

performed in MRS for 16 h. The resulting culture was used to inoculate the bioreactor.  

Production of the whole-cell biocatalyst for biotransformation of glycerol 

L. reuteri cells were grown in a 5-L bioreactor (Setric Génie Industriel, Toulouse, 

France) containing MRS medium supplemented with 20 g.L-1 of glucose and inoculated at a 

cell concentration of around 105 CFU.mL−1. Monitoring and control of the operating 

parameters were done through a control unit. Stirring speed was maintained at 100 rpm, 

temperature at 37 °C and pH at 6 by addition of 10N KOH. The cellular growth was 

conducted for 16 h until the beginning of the stationary phase after which the broth was 

collected and centrifuged at 5000 x g and 4 °C for 10 min. The supernatant was discarded and 

the cell pellet was washed twice with 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.5) to ensure no 

carry-over of metabolites, re-suspended in 500 mL of distilled water and used subsequently 

for the glycerol bioconversion step. 

Batch production of 3-HP from glycerol using L. reuteri 

A 3-L Biostat®-A bioreactor (Sartorius France, Dourdan, France) with a 2.5-L working 

volume was used. First, the 500 mL of L. reuteri cell suspension obtained as described above 

was suspended in 2.0 L of glycerol solution (final glycerol concentration of 18.2 g.L-1 in 

sterilized water) to a final OD600 nm of 12 (around 1010 CFU.mL-1). Glycerol bioconversion 

was performed at 37 °C, 100 rpm and different pH levels (unregulated, 3, 4, 5 and 6) by 

addition of 10N KOH and 5N HCl. Samples were harvested each 30 min and immediately 

treated for the analyses described below. The experiment was stopped after 3 h. 

HFMC assisted reactive extraction of 3-HP 

A polypropylene hollow fiber membrane contactor was used (X50 Liqui-Cel® 2.5×8, 

Membrana, USA). The aqueous and organic phases were placed in separate reservoirs and 

their temperature was maintained at 25 °C using a water bath. The aqueous phase was fed 
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through the fiber lumens with a flow rate of 10 mL.s-1, and the organic phase crossed counter-

currently through the shell side of the vertical module with a flow rate of 13 mL.s-1. The 

pressure difference across the membrane was adjusted by two valves at the outlets of each 

phase, with the lumen side pressure being higher than that of the shell side to prevent solvent 

breakthrough. For trials of 3-HP extraction from model solutions, those later were prepared 

from a commercial mother solution (TCI-Europe, 30% w/w 3-HP solution in water). The pH 

values were measured using a Jenco vision 6071 pH meter. Concerning organic phases, and 

except the use of n-decanol alone, two different ratios of amines in n-decanol (80% v/v) were 

used: 20% v/v TOA (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and 18% v/v TOA + 2% v/v Aliquat 336 

(Sigma-Aldrich, Lyon, France) according to previous work (Moussa et al. 2015, Burgé et al. 

2016).  

Integrated system for simultaneous bioconversion-reactive extraction of 3-HP 

Figure 1 illustrates the process and apparatus used in this study. The experimental set-up 

core consisted in two parts: a 3-L Biostat®-A bioreactor (Sartorius France, Dourdan, France) 

with temperature and pH controls for free cells glycerol bioconversion and a hollow-fiber 

membrane contactor (Liqui-Cel® X50, Membrana, USA) for 3-HP reactive extraction. The 

bioconversion broth, containing the cells, was fed to the lumen side of the HFMC and 

circulated back to the bioreactor. The pH regulation system through adding base to the 

bioreactor was not activated since the initial pH was supposed to remain stable thanks to the 

continuous extraction of 3-HP from the broth. Temperature was regulated at 37 °C. Two 

consecutive batch extractive bioconversions were performed to test the process performances. 

Experiments were carried out with 2.5 L of bioconversion medium as aqueous phase and 500 

mL of solvent with extractants (20% TOA in n-decanol) as organic phase. The process was 

started by introducing 500 mL of the fermentation broth containing stationary-phase cells to 

the bioreactor. Samples were taken from both the bioreactor and the organic phase reservoir at 

regular time intervals of 15 min.  
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Figure 1. Experimental setup for the integrated process coupling 3-HP microbial production 
and in situ reactive extraction using a HFMC. 1. Bioconversion bioreactor; 2. Organic phase 
reservoir; 3. Heated bath; 4. Gear pumps; 5. Hollow-fiber membrane contactor; 6. 
Manometers; 7. Pressure regulating valves. 

Evaluation of the cell's physiological state by flow cytometry 

The viability of L. reuteri, as reflected by the esterase activity, itself assimilated to the 

whole enzymatic activity, was assessed by using carboxyfluorescein diacetate (cFDA) 

contained in Chemchrom V8 (Biomérieux, Marcy l’Etoile, France). The nucleic acid dye 

propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, Lyon, France), widely used to reveal the loss of cellular 

membrane integrity, made it possible to quantify the proportion of damaged and dead cells. In 

order to differentiate viable, dead and damaged cells, dual staining of each sample was 

performed and the counts and percentages of each cell category were quantified, as described 

in a previous study (Burgé et al. 2015a). 

Quantitative analysis of substrates and metabolites 

Unless otherwise specified, chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Buchs, 

Switzerland). 3-HP was purchased from TCI-Europe (Zwyndrecht, Belgium). 3-HPA was 

chemically synthesized in our laboratory as described previously (Burgé et al. 2015b). 

Residual glycerol, 3-HPA, 3-HP and 1,3-PDO were quantified by High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) using a Biorad Aminex HPX-87H column (300 mm x 7.8 mm; 

Biorad, Richmond, USA) equipped with a cation H+ Micro-Guard column (30 mm x 4.6 mm; 

Biorad) at a controlled temperature of 50 °C. All quantifications were expressed as the means 

± standard errors of two independent experiments.  
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Assessment of inhibitory effects on L. reuteri  

- Effect of the produced metabolites 

L. reuteri DSM 17938 cells were suspended in aqueous solutions of 3-HP (2.5 g.L-1), 3-

HPA (5 g.L-1) and 1,3-PDO (2.5 g.L-1) during 30 min and 3 h, before evaluation of their 

enzymatic activity and membrane integrity by flow cytometry. In the case of 3-HP, two 

different pH levels were tested: pH 3 (equilibrium pH of the solution at 2.5 g.L-1) and a pH 

adjusted at 5 with KOH 5 N. 

- Shear stress 

The aqueous phase containing L. reuteri cells at an OD600 nm of 12 (around 1010 

CFU.mL-1) was fed through the fibers lumen in the membrane contactor. The transmembrane 

pressure was equilibrated using distilled water circulating counter-currently through the shell-

side of the module. Samples were collected each 15 min for 3 h and subsequently prepared for 

the evaluation of the cell physiological state by flow cytometry. 

- Molecular level toxicity 

Stock solutions of distilled water equilibrated with the different tested organic phases 

were first prepared. To this end, the aqueous and organic phases were vigorously mixed in 

separatory funnels for 3 min. The mixture was placed at 37 ˚C for 2 days. Then, the content of 

each separatory funnel was centrifuged at 5000 x g and 4 °C for 10 min to separate aqueous 

and organic phases. L. reuteri cells at an OD600 nm of 12 (around 1010 CFU.mL-1) were re-

suspended in the aqueous phases and placed at 37 °C. Samples were collected each 15 min for 

3 h and bacteria physiological state was evaluated by flow cytometry.  

- Phase level toxicity 

Experiments were performed to examine the effect of direct contact between the free 

cells and the organic phase. Equal volumes (80 mL) of suspended L. reuteri cells (OD600 nm = 

12) and organic phase were contacted in a 250 mL Schott bottle at 37 °C. The aqueous phase 

was then gently stirred using a magnetic stirrer to renew the interface without causing 

dispersive mixture of the two phases. Samples of the aqueous phase were collected each 15 

min for 3 h for flow cytometry analyses. In a second set of experiments, the phase level 

toxicity was assessed using the membrane contactor by circulating the aqueous cell 

suspension into the lumen side of the HFMC while n-decanol alone or n-decanol (80% v/v) + 
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TOA (20% v/v) circulated through the shell side. Temperature was regulated at 37 °C. The 

cellular physiological state was evaluated as indicated previously. 

Results and discussion 

Influence of pH on bioconversion performances and L. reuteri physiological state 

Previous works (Moussa et al. 2015, Burgé et al. 2016) have shown that pH of the 

aqueous phase played a significant role in the 3-HP reactive extraction by TOA and Aliquat 

336 in n-decanol. Indeed, the global mass transfer coefficient and the extraction yield 

decreased when the pH increased, because of the expected mechanisms of extraction of these 

two extractants. Before implementing the bioconversion with the separation process, the 

influence of pH on bioconversion performances and L. reuteri physiological state was studied 

(Fig. 2). 
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Figure 2. Influence of pH (a) on bioconversion performances and (b) on L. reuteri physiological state 
after 2 h of glycerol bioconversion. Reported data correspond to the mean values of measurements 
from two independent experiments, except for physiological state study (only one experiment). 

Figure 2 displays the influence of different pH levels (unregulated, 3, 4, 5 and 6) on 

glycerol consumption, metabolites production and physiological state of L. reuteri DSM 

17938. At pH 3, only little glycerol (1.28 g.L-1) was consumed and few 3-HPA (0.64 g.L-1) 

and 3-HP (0.12 g.L-1) were produced (Fig. 2a). 1,3-PDO was not detected in the medium. In 

parallel, L. reuteri physiological state was impacted, as only 46% of the cells were detected as 

viable after 3 h of bioconversion (Fig. 2b). By increasing the pH of the bioconversion 

medium, results showed an increase of the quantity of glycerol consumed (6.02, 7.86 and 8.04 

g.L-1 at pH 4, 5 and 6, respectively, Fig. 2a) and 3-HPA produced (4.16, 4.95 and 5.58 g.L-1 at 

pH 4, 5 and 6, respectively, Fig. 2a) together with a decrease of the impact on physiological 
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state of producing bacteria (61%, 68% and 72% of viable cells at pH 4, 5 and 6, respectively, 

Fig. 2b). At unregulated pH (initial pH = 6, final pH = 4.5), glycerol consumption (8.76 g.L-1, 

Fig. 2a) and 3-HPA production (5.31 g.L-1, Fig. 2a) were significant but the impact on cells 

physiological state was similar to the one obtained at pH 3 (only 51 % of viable cells, Fig. 

2b). The high inhibition observed was probably due to the rapid and important quantity of 3-

HPA produced at unregulated pH. Concerning 3-HP and 1,3-PDO production, the pH of the 

bioconversion medium displayed only little effect (between 0.7 and 0.9 g.L-1 of 3-HP 

produced and 0.25 and 0.35 g.L-1 of 1,3-PDO produced depending on the conditions, Fig. 2a). 

The mass balance analysis evidenced a higher 3-HP molar production than the one of 1,3-

PDO for all the tested pH (molar ratios 3-HP/1,3-PDO > 1). These results confirm that 

obtained in previous study (Burgé et al. 2015a). If the impact of the medium pH on 3-HPA 

production capabilities by L. reuteri has yet been underlined (Lüthi-Peng et al. 2002, Bauer et 

al. 2010) confirming pH 6 as optimal, its influence on 3-HP production has been only poorly 

studied. A recent study showed a better 3-HP accumulation by increasing the pH from 5 to 7 

(Dishisha et al. 2014).  

Concerning the observed inhibition effect on L. reuteri physiological state (Figure 2b), 

it seems to be mostly related to the acidity of the bioconversion medium and to a lesser extent 

to the toxicity of produced metabolites (Doleyres et al. 2005, Cleusix et al. 2007, Spinler et 

al. 2008). However, as 3-HP has no impact when pH is higher than the pKa of 3-HP (i.e. 

4.51), the observed decreases in cell viability at pH 5 and 6 were probably only due to the 3-

HPA toxicity. This was consistent with the final product concentration (4.95 and 5.58 g.L-1 a 

pH 5 and 6, respectively) and the minimum inhibitory concentration (2.96 g.L-1) and 

minimum bactericidal concentration (6.67 g.L-1) estimated for the 3-HPA against L. reuteri 

DSM 20016 strain (Cleusix et al. 2007). On the contrary, at pH 3, a little amount of 3-HPA 

was produced and only low medium pH could therefore explain the impact on bacterial 

physiological state. For the set up of extractive bioconversion, pH 5 and 6 seem to be the most 

appropriate because of better glycerol consumption and stress resistance compared to lower 

pH levels. Unregulated pH could also be adopted, because it would be regulated by 3-HP 

extraction from the broth. 
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3-HP reactive extraction and biocompatibility of the selected extractant phase 

In previous study (Moussa et al. 2015, Burgé et al. 2016), the use of mixed TOA and 

Aliquat 336 in n-decanol has shown high 3-HP extraction performances over a wide range of 

experimental conditions, highlighting a synergistic effect between the two co-extractants. 

However, regarding the ultimate objective of integrated extractive bioconversion the 

biocompatibility of this extractant mixture should be verified. Experiments were therefore 

performed with free L. reuteri cells to quantify the inhibition caused by molecular level 

toxicity of several extracting phases. Results are given on Table 1 and expressed in percentage 

of viability. 

Table 1. Molecular level toxicity of the tested extractant phase with or without additional metabolites 
stress on L. reuteri physiological state. Reported data correspond to the percentage of viability 
compared to the control (cells in distilled water) after a 3-h stress. 

Test % of viability 
Molecular level toxicity  

n-decanol (100%) 84% 
n-decanol (80%) + TOA (20%) 93% 

n-decanol (80%) + TOA (18%) + Aliquat 336 (2%) 39% 

  
Molecular level toxicity + metabolites inhibition  

n-decanol (80%) + TOA (20%) + 3-HP (0.5 g.L-1) 79% 
n-decanol (80%) + TOA (20%) + 3-HPA (1 g.L-1) 59% 

 
 

Results displayed a little effect of n-decanol alone or n-decanol (80% v/v) + TOA (20% 

v/v) compared to the control in distilled water (84% and 93% of viability, respectively, Table 

1). Conversely, the addition of only a small Aliquat 336 concentration (2% v/v) to the mixture 

led to a higher impact on L. reuteri physiological state (39% of viability, Table 1). Toxicity 

effects of Aliquat 336 on L. delbrueckii (Seevartnam et al. 1991) and L. casei (Marinova and 

Yankov 2009) were also previously reported. But the mechanisms at the root of this toxicity 

are still unclear. Given its high molecular level toxicity, Aliquat 336 was therefore removed 

from the extractant phase composition, despite higher extraction performances in combination 

with TOA. Before implementing the extractive bioconversion, 3-HP reactive extraction 

performances from model and real bioconversion media using TOA (20% v/v) in n-decanol 

(80% v/v) were characterized (Figure 3). 
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Figure 3. Impact of the aqueous phase composition on 3-HP reactive extraction at 25 °C. Extraction 
was performed at 25°C with TOA (20% v/v) in n-decanol (80% v/v). 1: Binary medium (3-HP at 1g.L-

1 in water; initial pH=3.2), 2: Model bioconversion broth (3-HP at 1g.L-1, glycerol at 5 g.L-1, 1,3-PDO 
at 1g.L-1, 3-HPA at 9 g.L-1 in water, initial pH=3.2), 3: Real bioconversion broth (3-HP at 1.5 g.L-1, 
glycerol at 1.3 g.L-1, 1,3-PDO at 1.6 g.L-1, 3-HPA at 12.2 g.L-1 in water, initial pH=3.2), 4: Real 
bioconversion broth (initial pH=5). Results are expressed in percentage of 3-HP extracted in organic 
phase (Y% 3-HP). 

Comparison between the binary medium (only 3-HP in water) and the model 

bioconversion broth (3-HP, 3-HPA, glycerol and 1,3-PDO) indicated that there was no effect 

of the added compounds on the extraction yield of 3-HP. Concerning the 3-HP extraction on 

real bioconversion medium, results showed a lower extraction than on model medium 

containing only 3-HP in water. Only 34% of 3-HP was extracted (Fig. 3) in the organic phase, 

against 71% for 1 g.L-1 of 3-HP at pH 3.2. At pH 5, separation on real bioconversion medium 

displayed lower performances, highlighting the important role played by pH in reactive 

extraction. As discussed previously, lower extraction yield on real medium was probably due 

to residual salts (coming from potassium phosphate buffer used to wash the cells before 

bioconversion) in competition with 3-HP to be extracted (Moussa et al. 2015) and to the 

presence of macromolecules such as proteins or phospholipids that could affect the 3-HP 

extraction kinetics in the organic phase through lower values of mass transfer coefficient 

(Burgé et al. 2016). 
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Study of the integrated extractive bioconversion for the in situ product recovery of 3-HP  

The evolution of glycerol consumption and metabolites production during 

bioconversion at unregulated pH and 37 °C with or without in situ 3-HP reactive extraction is 

displayed on Figure 4 and its impact on producing bacteria physiological state followed by 

flow cytometry on Figure 5. Given that the Aliquat 336 was suspected to display a toxic effect 

on L. reuteri, the extraction phase was only composed of TOA (20% v/v) and n-decanol (80% 

v/v). 
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Figure 4. Results of the bioconversion at unregulated pH with or without 3-HP ISPR (reactive 
extraction assisted by HFMC using TOA 20% v/v and n-decanol 80% v/v). (a) Glycerol consumption 
and metabolites production during the bioconversion, (b) Evolution of 3-HP concentration in 
bioconversion medium. Reported data correspond to the mean values of measurements from two 
independent experiments. 

There was a very low consumption of glycerol during these first coupling experiments 

(3.07 ± 0.07 g.L-1 Fig. 4a) compared to bioconversion without in situ 3-HP extraction (8.76 ± 

0.08 g.L-1 Fig. 4a). Similarly, production of 3-HPA, 1,3-PDO and 3-HP were lower. In 

addition, 3-HPA yield (0.49 ± 0.08 mol/mol) was lower than that obtained during single 

bioconversion (0.74 ± 0.25 mol/mol), while 3-HP (0.15 ± 0.02 mol/mol) and 1,3-PDO (0.1 ± 

0.01 mol/mol) yields were higher (against 0.07 ± 0.01 mol/mol and 0.04 ± 0.01 mol/mol, 

respectively). Furthermore, if we focus on the 3-HP production in the aqueous phase (Fig. 

4b), there was a decrease in the 3-HP concentration when the extraction process was coupled 

with the bioconversion after 1 h of experiment (0.40 ± 0.11 g.L-1 after 1 h, and 0.19 ± 0.04 

g.L-1 after 3 h). This diminution was not observed when the bioconversion was conducted 

alone (Fig. 4b). When bioconversion and 3-HP reactive extraction were conducted together, 

pH decreased to 5.21 (± 0.24) after 40 minutes before stabilizing at 5.34 (± 0.16) after 3 h 

(data not shown). When the bioconversion was experimented alone, it decreased to 4.83 (± 
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0.07) after 1 h and reached 4.98 (± 0.06) after 3 h (data not shown). Several hypotheses may 

be issued from these results to explain this higher pH obtained during the integrated process. 

First at all, less 3-HP was produced and it was partly extracted in organic phase (Fig. 4b). 

Then, organic molecules of the extractant phase (especially TOA) may partially solubilize in 

the bioconversion medium and therefore increase the pH value. A pH increase has already 

been observed after extraction with TOA when compared to the theoretical value of pH due to 

global acid concentration which means that the dissociation coefficient is higher after TOA 

extraction than equilibrium value for acid alone (data not shown). These results highlight the 

TOA transfer into the aqueous phase. 

Concerning the impact on L. reuteri physiological state, a significant decrease in the 

percentage of viable cells was observed after 30 min (Fig. 5a). This decrease was complete 

after 1.5 h and all the bacteria were dead. When the bioconversion was conducted alone, the 

percentage of bacterial inhibition was lower, as around 50% of L. reuteri cells remained 

viable after 3 h of bioconversion (Fig. 5b). This observed toxicity was certainly mostly 

responsible of low 3-HP production performances during extractive bioconversion. 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

0 0.5 1 1.5 2 3

%
 o

f L
. r

eu
te

ri 
ce

lls

Time of bioconversion (h)

Viable cells Altered cells Dead cells

(a)

0

20

40

60

80

100

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

%
 o

f v
ia

bl
e 

ce
lls

Time of bioconversion (h)

(b)

 
 

 
 

   

 Without ISPR 
 

 
 

   

With ISPR  

Bioconversion alone

Extractive bioconversion

 

Figure 5. Results of the bioconversion at unregulated pH with or without 3-HP ISPR (reactive 
extraction assisted by HFMC using TOA 20% v/v and n-decanol 80% v/v). (a) Impact on L. reuteri 
physiological state of 3-HP extractive bioconversion, (b) Evolution of cells viability during the 
bioconversion. Reported data correspond to the mean values of measurements from two independent 
experiments. 
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In order to explain the high toxicity observed during the extractive bioconversion assisted by 

HFMC, supplementary experiments were performed. The shear stress was first studied and 

assessed by flow cytometry. After 3 h of circulation in the module, no loss of viability was 

detected (data not shown). Therefore, the circulation of L. reuteri cells into the module fibers and 

the pump has very limited impact on bacteria physiological state. Then, the effect of soluble 

fraction of the organic extractant phase was investigated together with cumulative impact of 3-HP 

and 3-HPA. Results are displayed in Table 1. 3-HP and 3-HPA concentrations were chosen in the 

concentration range obtained after the extractive bioconversion (0.5 g.L-1 and 1 g.L-1 for 3-HP and 

3-HPA, respectively). 

 Whereas the soluble fraction of an organic extractant phase composed by n-decanol alone 

or n-decanol + TOA has limited toxic impact (93% of viability, Table 1), the addition of 3-HP or 

3-HPA provoked a decrease of cell viability (79% and 59% of viability with 0.5 g.L-1 of 3-HP and 

1 g.L-1 of 3-HPA, respectively, Table 1). 

Then, the influence of the phase level toxicity on L. reuteri cells was evaluated. Two 

different kinds of contact were made: in bottles and directly in membrane contractor and two 

organic phases were tested: n-decanol alone (100% v/v) or n-decanol (80% v/v) + TOA (20% v/v). 

Results are displayed on Figure 6.  

The use of n-decanol alone or n-decanol (80% v/v) + TOA (20% v/v) as organic extractant 

phases in the shell side induced a strong toxic effect as none of the circulating cells was alive after 

3 h (Fig. 6a and b). Whatever the tested organic phase in membrane contactor, the final toxicity 

observed (no viable cells after 3 h) and its kinetics were very close to that obtained after 3-HP 

reactive extraction coupled with glycerol bioconversion (Fig. 5a). The presence of TOA in the 

organic phase displayed only a little additional impact on the observed toxicity. In order to 

confirm if the observed inhibition would be explained by a direct contact with the organic phase, 

close to the membrane pores, the phase level toxicity of n-decanol alone was also investigated in 

bottles (Fig. 6c). A drastic decrease in cell viability due to the direct contact of bacteria with 

decanol used as the solvent for extraction was observed. Similar results have been reported 

(Marinova et al. 2009) concerning n-decanol phase level toxicity, as a great impact was observed 

on biomass and lactic acid production by Lactobacillus casei cells.  Nevertheless, the observed 

impact is not only due to the phase level toxicity but also to the molecular level toxicity, as it is 



250 

 

not possible to differentiate the effects due to each level of toxicity. Toxicity due to direct contact 

with the organic phase is therefore more deleterious than that due to dissolved organic molecules. 

The higher observed impact on L. reuteri physiological state in the HFMC compared to that in 

bottle was probably due to the specific exchange surface difference between HFMC and bottle 

(730 and 36 m2/m3 of aqueous surface, respectively), to differences in the interface regeneration 

between HFMC and bottles and maybe to an additive effect of shear stress. This phase level 

toxicity, coupled with additional effects of 3-HPA and 3-HP during glycerol bioconversion, 

explains for the most part the low bacterial cell viability observed extractive bioconversion 

assisted by HFMC.  
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Figure 6. Impact of phase level toxicity on L. reuteri physiological state. Direct contact with (a) 
n-decanol (80% v/v) + TOA (20% v/v) in HFMC, (b) n-decanol alone (100% v/v) in HFMC and 
(c) n-decanol alone (100% v/v) in bottles. Reported data correspond to the mean values of 
measurements from two independent experiments. 
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As one would expect, the use of a well-designed membrane contactor allowed minimizing 

the direct contact between cells in the aqueous phase and the organic phase, compared to classical 

dispersive liquid-liquid extraction in separating funnel. But given the observed results, a direct 

contact of bacteria with the organic phase close to the HFMC pores is clearly suspected. 

Nevertheless, the theoretical interest of HFMC of reducing the phase level toxicity depends on the 

pores diameter. The average pore size of the polypropylene membrane used in our study is 

theoretically around 0.03 µm (supplier data) that assure bacteria exclusion from pores. Preliminary 

experiments to get membrane pore size distribution (Mercury intrusion performed for the X50 

membrane of the Liqui-Cel® module) allowed us to suspect the existence of some larger pores 

size (until 1 µm). Given L. reuteri size during the bioconversion (between 1 to 2 µm), these larger 

pores could explain direct contact between bacteria and solvent and therefore the high observed 

inhibition due to phase level toxicity. In addition, the organic phases/water interfacial tensions 

have been experimentally measured at 8.5 mN.m-1 for n-decanol alone and 9.3 mN.m-1 for TOA 

20 % v/v in n-decanol. These quite low values could also promote the presence of solvent drops at 

the vicinity of larger pores mouths, because of a low critical pressure, due both to the pore size 

and low interfacial tension of the system. This is consistent according to the Young-Laplace 

equation: the interface is more difficult to stabilize for larger pore size and lower interfacial 

tension between aqueous and organic phases (Dupuy et al. 2011). 

Conclusion 

Extractive bioconversion has already been shown to be advantageous for organic acid 

production leading to significant improve of productivity, product yield and final concentration. 

However, this relatively new process displayed currently lower performances over the 

conventional 3-HP production by glycerol bioconversion because of the drastic observed 

inhibition mostly due to an important phase level toxicity. This could be due to direct contact 

between bacteria and extractant phase near the pores of the membrane. Over the two components 

of the extractant phase (n-decanol + TOA), n-decanol seemed to be the most toxic. Methods to 

reduce solvent toxicity should be investigated. This may include the use of immobilized cells in 

bioreactors, which have been demonstrated to be better than free-cell systems in many aspects 

(Trauth et al. 2001, Tik et al. 2001, Wu and Yang, 2003) and the use of less toxic solvents such as 

oleyl alcohol (Marinova and Yankov, 2009) or paraffin oil (Seevaratnam et al. 1991). Given the 

observed molecular level toxicity, the use of oils capable of trapping the solvent molecules, 

especially Aliquat 336, in aqueous phase could also be envisaged (Yabannavar and Wang, 1991).  
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3.3 Conclusion et perspectives de l’étude 
 

Les travaux présentés constituent la première étude dédiée à la bioconversion extractive du 

3-HP. Les performances des procédés de production du 3-HP par voie microbienne et d’extraction 

in situ de la molécule sont insuffisantes (faibles rendements de bioconversion et d’extraction). Ces 

résultats s’expliquent par l’impact délétère provoqué par le procédé intégré sur l’état 

physiologique de L. reuteri (perte totale de viabilité après 1h30), dû principalement à la toxicité de 

la phase organique extractante (TOA 20 % v/v dans n-décanol). En plus de l’effet induit par la 

fraction soluble au niveau moléculaire, le contact direct entre phase organique et bactéries 

présentes dans la phase aqueuse au niveau de la sortie des pores de la membrane hydrophobe du 

contacteur est fortement suspecté. L’utilisation de solvants biocompatibles (alcool oléique, huiles 

végétales) pourrait constituer une alternative intéressante, même si les performances d’extraction 

associées risquent d’être diminuées (Harington and Hossain 2008, Kyuchoukov and Yankov 

2012). De même, l’utilisation d’un contacteur à membrane de nature hydrophile, au sein duquel 

les pores seraient remplis non plus par la phase organique mais par la phase aqueuse, évitant le 

contact direct entre bactéries et phase extractante, est à étudier. L’immobilisation des bactéries 

dans le réacteur au sein de billes de gel ou leur rétention par une membrane en sortie de 

bioréacteur sont également envisagées.  
 

Concernant les performances d’extraction, les conditions opératoires mises en œuvre lors de 

la bioconversion extractive (pH non régulé, phase organique composée de TOA et n-décanol sans 

Aliquat 336, milieu de bioconversion riche en molécules relarguées par les bactéries ou issues de 

leur lyse, et potentiellement tensioactives, présence de sels issus du lavage) ne sont pas optimales 

en comparaison à celles mises en évidence précédemment (Moussa et al. 2015, Burgé et al. 2016). 

Afin d’optimiser le rendement et la cinétique d’extraction du 3-HP en milieu aqueux, une 

modification du protocole de lavage des bactéries, responsable de la présence de sels de phosphate 

dans le milieu de bioconversion, est envisagée. Enfin, l’intégration d’un second contacteur à 

membrane au sein du procédé couplé, permettant la régénération de la phase organique extractante 

et la récupération du 3-HP purifié en milieu aqueux, devrait conduire à une amélioration des 

performances d’extraction via une augmentation de la force motrice de transfert du 3-HP. 
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CHAPITRE IV : CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
 
« Le danger qui menace les chercheurs aujourd'hui serait de conclure qu'il n'y a plus 
rien à découvrir » (Pierre Joliot-Curie, La recherche passionnément, 2002) 
 

Le 3-HP peut être utilisé comme intermédiaire pour la synthèse chimique de nombreux 

produits, entrant notamment dans la composition d'adhésifs, de polymères, d'emballages 

plastiques, de fibres, d’agents de nettoyage et de résines, ce qui représente un marché important. 

Actuellement, le prix très élevé du 3-HP, produit exclusivement par synthèse chimique organique, 

limite son utilisation pour des marchés de masse. Cette difficulté pourrait être levée grâce aux 

biotechnologies microbiennes. En effet, des travaux ont établi que certains micro-organismes, 

parmi lesquels L. reuteri, produisaient naturellement le 3-HP par bioconversion du glycérol, co-

produit de la fabrication de biodiesel, et donc potentiellement disponible en quantité. Cependant, 

les résultats obtenus en termes de concentration finale, rendement et productivité sont encore 

insuffisants pour envisager un changement d’échelle et une production industrielle. La présence 

d’un co-produit, le 1,3-PDO, et l’impact délétère avéré du 3-HP et de son intermédiaire 

métabolique, le 3-HPA, à l’encontre des bactéries productrices, explique en grande partie les 

faibles performances obtenues. Deux approches différentes sont dès lors envisageables pour lever 

ces verrous : (i) l’optimisation de la voie de production de la molécule d’intérêt par ingénierie 

métabolique de bactéries (E. coli, K. pneumoniae, L. reuteri) ou de levures (S. cerevisiae), (ii) 

l’optimisation de la production du 3-HP par le contrôle du bioprocédé, notamment en couplant les 

étapes de bioconversion du glycérol et d’extraction in situ de la molécule d’intérêt (approche d’In 

Situ Product Recovery). Cette intégration de procédé permettrait de lever l’inhibition exercée par 

le 3-HP, d’améliorer les performances de production bactérienne et de récupérer la molécule 

ciblée. Déjà décrite dans le cas de l’extraction de son isomère de position, le 2-HP (acide 

lactique), l’extraction liquide-liquide réactive assistée par contacteur membranaire constitue une 

technique d’intérêt étant données les contraintes rencontrées pour la production microbienne de 3-

HP: molécule hydrophile, non volatile, de faible masse molaire et produite à faible concentration.  

Dans ce contexte, ce travail de thèse avait pour objectifs d’identifier les déterminants 

métaboliques de la bioconversion du glycérol par L. reuteri afin d’améliorer la production de 3-

HP, de développer un procédé de séparation adapté à la récupération du 3-HP en milieu aqueux, 

de coupler la bioconversion au procédé d’extraction in situ et d’étudier l’impact de ce procédé 

intégré sur les performances de production et l’état physiologique des bactéries productrices. Pour 
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atteindre ces objectifs, nous nous sommes attachés à évaluer la nature et le niveau des inhibitions 

des bactéries par les métabolites de la voie de biosynthèse du 3-HP et à en étudier les mécanismes, 

à concevoir un procédé de séparation adapté à l’extraction du 3-HP au sein d’un milieu aqueux et 

biocompatible avec les bactéries mises en œuvre, et à comprendre les mécanismes limitant le 

transfert du 3-HP dans le procédé d’extraction. 
 

La première étape de ce travail a consisté à sélectionner une souche de L. reuteri pour la 

suite du projet, sur la base de ses performances tant de croissance sur glucose que de 

bioconversion du glycérol. Trois souches (DSM 20016, DSM 17938 et ATCC 53608), choisies sur 

la base de leur distance génétique significative, et permettant donc de s’attendre à des variations 

au niveau métabolique, ont ainsi été étudiées. Outre cette différence phylogénétique, la souche 

DSM 17938 est utilisée comme probiotique (société Biogaia), la souche DSM 20016 (qui 

correspond à la souche type de laboratoire) et la souche ATCC 53608 sont mises en œuvre dans 

plusieurs travaux de la littérature, facilitant la comparaison des résultats expérimentaux. Bien que 

la grande majorité des études concernant la production biotechnologique de 3-HP utilisent des 

micro-organismes modifiés par ingénierie métabolique, conduisant à des performances 

intéressantes (jusqu’à 57 g.L-1 de 3-HP produit à partir de glycérol avec E. coli, avec un 

rendement de 0,88 g/g et une productivité de 1,59 g.L-1.h-1 ; Kim et al. 2014), le projet a été réalisé 

avec des souches de L. reuteri non modifiées. Ce parti pris présente plusieurs avantages, parmi 

lesquels le statut G.R.A.S. du micro-organisme, sa prototrophie pour la vitamine B12 ou encore sa 

meilleure résistance aux inhibitions générées par les métabolites produits, en comparaison aux 

autres micro-organismes testés. 
 

La comparaison des performances de croissance sur glucose par les trois souches a permis 

de montrer une variabilité intra-espèce dans l’utilisation des deux voies métaboliques de 

catabolisme du glucose : la glycolyse (EMP) et la voie des pentoses phosphates (PKP). Bien que 

la compréhension de divers mécanismes, telle que la résistance au stress acide, soit en partie liée à 

celle de cette balance métabolique, les raisons de cette dernière ne sont pas encore clairement 

identifiées. La souche DSM 17938, qui montre la cinétique de croissance la plus rapide et la 

bascule métabolique la plus importante (utilisation quasi-exclusive de l’EMP en début de 

croissance puis quasi-exclusive de la PKP en fin de croissance), constitue la souche la plus 

intéressante pour la production d’acide lactique, certainement en raison de sa meilleure résistance 

à un milieu acide. Cette résistance constituerait un avantage dans la perspective de production du 

3-HP. 
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Les trois souches de L. reuteri ont ensuite été étudiées du point de vue de leurs performances 

de bioconversion du glycérol. Plusieurs paramètres ont ainsi été pris en compte, comme la 

concentration finale en 3-HP, le rendement de conversion du substrat et la capacité à résister aux 

stress générés pendant la bioconversion. Cette partie du travail a permis d’avancer dans la 

compréhension de l’orientation du flux de carbone issu du glycérol au sein de la voie métabolique 

de bioconversion et de celle d’une partie des mécanismes responsables de l’inhibition observée 

durant cette production. L’impact global de la bioconversion a d’abord été évalué par des mesures 

de cultivabilité sur milieu solide (concentration cellulaire divisée par un facteur 1010 à 1012 avant 

la première heure et demie). Pour tenter de discriminer le rôle joué par chacun des métabolites, des 

mesures d’activité enzymatique et d’intégrité membranaire ont été effectuées simultanément par 

cytométrie en flux, confirmant l’action prépondérante du 3-HPA dans le phénomène d’inhibition, 

ainsi que l’impact additionnel du 3-HP à pH acide. Si de nombreux travaux se sont intéressés aux 

mécanismes responsables du stress induit par le 3-HPA sur L. reuteri et sur d’autres bactéries (E. 

coli notamment, Vollenweider et al. 2010, Schaefer et al. 2010), peu d’informations sont 

disponibles concernant le 3-HP. Des mesures de pH intracellulaire ont donc été entreprises suite à 

l’ajout de différentes concentrations de 3-HP ou lors de bioconversions à partir de glycérol, pour 

tenter d’avancer dans la compréhension de ces mécanismes. Les résultats ne semblent cependant 

pas indiquer de chute du pH intracellulaire liée à la présence ou à la production de 3-HP, 

potentiellement grâce à l’ATP produit durant l’oxydation du 3-HPA en 3-HP, qui permettrait 

d’alimenter les pompes à protons nécessaires au maintien du pH interne. Des répétitions de ces 

expériences en cytométrie en flux et des tests complémentaires (en RMN du proton par exemple) 

sont nécessaires pour confirmer ces premiers résultats. Le 3-HPA étant connu pour générer un 

stress oxydatif, nous avons également voulu vérifier la capacité du 3-HP à générer ce même type 

de stress. Les résultats des analyses effectuées par cytométrie en flux permettent de suspecter une 

production de ROS sous forme d’O2
- au sein des bactéries en présence de 3-HP à pH acide. Là 

encore, des expérimentations complémentaires sont nécessaires afin de conclure avec certitude. La 

détection de ROS de type H2O2 et OH• par cytométrie en flux est donc envisagée afin de conforter 

cette hypothèse d’un lien entre stress acide et stress oxydatif. 

 

Concernant les performances de production du 3-HP, la souche DSM 17938 s’est révélée la 

plus intéressante et a ainsi été retenue pour la suite du projet : meilleur rendement de production 

du 3-HP, consommation du substrat plus importante, résistance au stress 3-HPA plus élevée mais 

sensibilité au stress acide et 3-HP, en comparaison avec les deux autres souches. L’évaluation de 
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la capacité de croissance des bactéries en milieu liquide en présence de 3-HP a permis de 

confirmer ces résultats. Ces deux dernières caractéristiques sont importantes à prendre en compte 

dans la perspective de l’extraction in situ du 3-HP, puisqu’en théorie seul le stress 3-HPA devrait 

perdurer.  
 

L’utilisation d’un bioréacteur, permettant la conduite de la bioconversion en conditions 

maîtrisées (régulation du pH et de l’agitation), n’a pas permis d’améliorer les performances dans 

le cas de la souche DSM 17938. Cependant, l’étude réalisée à différents niveaux de pH, paramètre 

influençant fortement l’efficacité de l’extraction réactive, a confirmé son impact sur le 

métabolisme du glycérol chez L. reuteri. Ainsi, plus la bioconversion est mise en œuvre à pH 

faible, plus l’altération de l’état physiologique est importante et plus la consommation du substrat 

et la production de 3-HPA diminuent. Cet impact délétère observé est au moins en partie lié à 

l’acidité du milieu, même si un impact plus marqué du 3-HPA à faible pH est également 

envisageable, ce qui pose une nouvelle fois la question de l’interaction entre ces deux molécules 

dans le phénomène général d’inhibition bactérienne lors de la bioconversion. En revanche, la 

production de 3-HP et 1,3-PDO n’est que peu impactée. 
 

Les faibles performances de production s’expliquant au moins en partie par l’inhibition 

provoquée par le 3-HPA, une conduite en mode « fed-batch » a été mise en place afin d’apporter 

progressivement le glycérol. Les premiers résultats sont encourageants, cette stratégie permettant 

de limiter l’accumulation de 3-HPA dans le milieu extracellulaire, ce qui se traduit par un 

allongement de la durée de production du 3-HP et par une augmentation du rendement de 

conversion par rapport au mode « batch ». Des expériences complémentaires, concernant 

notamment le débit d’alimentation en glycérol, doivent être réalisées afin d’optimiser encore les 

performances de bioconversion de L. reuteri.  
 

En parallèle de l’étude de la bioconversion du glycérol par L. reuteri, des travaux portant sur 

la conception d’un procédé de séparation adapté à l’extraction du 3-HP au sein d’un milieu aqueux 

ont été menés. L’état de l’art réalisé a permis d’évaluer les intérêts et les limites des différentes 

techniques permettant l’extraction in situ de la molécule d’intérêt. Compte tenu des 

caractéristiques physico-chimiques de la molécule et de son faible titre dans le milieu de 

bioconversion, le choix s’est porté sur l’extraction liquide-liquide réactive. En effet, le 3-HP 

n’étant pas soluble en phase organique, il est nécessaire d’ajouter au solvant des molécules 

permettant de réagir sélectivement avec l’acide afin de former un complexe plus hydrophobe et 
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donc soluble en phase organique. Parmi les différentes molécules extractantes ayant montré leur 

efficacité pour l’extraction d’acides organiques et faiblement solubles dans l’eau, une amine 

tertiaire, la tri-n-octylamine (TOA), et un sel d’ammonium quaternaire, l’Aliquat 336, ont été 

sélectionnés. De même, un diluant actif, le n-décanol a été choisi pour solubiliser le complexe 

formé.  
 

Différents paramètres opératoires (pH initial de la phase aqueuse, concentration en acide, 

proportions des différents constituants de la phase organique) ont ainsi été étudiés pour 

l’extraction en ampoules à décanter du 3-HP en milieu binaire (eau + 3-HP). A des fins de 

comparaison avec la littérature et de compréhension des mécanismes d’extraction, des essais 

d’extraction de l'acide lactique (2-HP, isomère de position du 3-HP) dans des conditions 

opératoires similaires ont également été effectués. Un phénomène de synergie entre la TOA et 

l’Aliquat 336 a été souligné, correspondant à une amélioration significative des performances 

d’extraction par rapport à l’utilisation des deux extractants de manière indépendante. Ce 

phénomène est encore plus marqué à pH acide, ce qui souligne le rôle de l'amine tertiaire dans 

cette synergie, de par ses mécanismes d’action. L’Aliquat 336, en formant un complexe ternaire 

avec la TOA et le 3-HP permettrait alors la stabilisation de celui-ci, lui assurant notamment une 

meilleure solubilité en phase organique. Même si l’extraction réactive du 3-HP s’est révélée moins 

performante que celle de son isomère de position, cette partie du travail a confirmé l’intérêt de la 

technique de séparation envisagée pour la récupération in situ de la molécule d’intérêt. Des tests 

sur milieu modèle, mimant la composition du milieu de bioconversion en métabolites de la voie 

(i.e. glycérol, 3-HPA, 3-HP et 1,3-PDO), ont montré que la présence de ces autres molécules 

n’influait pas sur le rendement et la sélectivité de l’extraction réactive. En revanche, l’utilisation 

d’un milieu réel (milieu de bioconversion dépourvu de bactéries) a conduit à une diminution des 

performances d'extraction du 3-HP. La présence dans le milieu de bioconversion de molécules, 

vraisemblablement excrétées par les bactéries (protéines, phospholipides), ainsi que de sels 

résiduels issus de la phase de lavage au tampon phosphate, pourraient expliquer cette diminution 

de performances.  
 

L’utilisation d’amines et de solvants actifs pour l’extraction réactive d’acides organiques est 

souvent à l’origine d’une toxicité à l’encontre des bactéries productrices. Pour limiter le contact 

direct entre les bactéries présentes dans le milieu de bioconversion et la phase organique 

extractante et pour augmenter la surface d’échange disponible, une extraction liquide-liquide 

réactive assistée par un contacteur à membrane a été envisagée. En effet, l’utilisation d’un 
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contacteur membranaire, déjà décrite dans la littérature pour d’autres acides organiques (lactique, 

succinique, butyrique, propionique notamment), est compatible avec une approche ISPR et confère 

de nombreux avantages (modularité, contact non dispersif et intensifié, technique peu énergivore, 

possibilité de régénérer la phase extractante). Ce travail a d’abord permis de confirmer les 

résultats de l’extraction réactive du 3-HP en ampoules à décanter : synergie entre la TOA et 

l’Aliquat 336, sélectivité pour la molécule ciblée, et influence de la composition du milieu de 

bioconversion sur le rendement, cinétique et sélectivité de l'extraction réactive. L’estimation du 

coefficient global de transfert de matière et du temps caractéristique a permis d'identifier certaines 

limitations du transfert de matière. Ainsi, la présence de composés tels que protéines et lipides 

(bactériens ou issus du milieu de croissance) ou encore de sels résiduels du lavage, impacte 

davantage le rendement d’extraction (en lien avec une compétition moléculaire, ces molécules 

pouvant être extraites aux dépends du 3-HP) que la cinétique de transfert. L’étude concernant 

l’influence du pH initial du milieu et la concentration en acide en phase aqueuse confirme une 

nouvelle fois la pertinence du choix de l'extraction réactive. En effet, l’extraction du 3-HP est 

favorable dans la gamme de concentration à laquelle la molécule est produite (entre 0,5 et 2 g.L-1) 

et dans une gamme de pH (3 à 7)  compatible avec la bioconversion. 
 

Après avoir mis au point séparément les étapes de bioconversion et d’extraction in situ, et 

avant de procéder aux premières expériences d’intégration au sein d’un même procédé, des tests 

de biocompatibilité ont été entrepris afin d’évaluer l’impact des phases extractantes sélectionnées 

sur l’état physiologique des bactéries. Réalisée par cytométrie en flux, cette étude a permis de 

souligner la toxicité importante de la fraction soluble (molecular level toxicity) du sel 

d’ammonium quaternaire utilisé (Aliquat 336), à l’inverse de l’amine tertiaire (TOA) et du diluant 

(n-décanol). De ce fait, l’Aliquat 336 n’a pas été sélectionné pour les expériences de couplage 

malgré la synergie observée en sa présence sur l’extraction réactive du 3-HP. L’effet des 

contraintes de cisaillement (circulation dans le module et les conduites, dans la pompe) pouvant 

être générées par le procédé de séparation a également été évalué par cytométrie en flux, montrant 

l’absence d’impact. 
 

La bioconversion extractive du 3-HP a ensuite été mise en œuvre en bioréacteur à pH non 

régulé, en se basant sur les résultats des études précédentes. La production s’est cependant révélée 

moins performante que lors des bioconversions seules (diminution de la concentration maximale 

en 3-HP et de la consommation de glycérol, réduction de la durée de production). Ces résultats 

s’expliquent par la perte totale de viabilité cellulaire (estimée par l’intermédiaire de l’activité 
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enzymatique et de l’intégrité membranaire par cytométrie en flux) après 1h30 lors ce couplage. 

Des études complémentaires visant à comprendre l’origine de cette altération de l’état 

physiologique ont d’abord montré un effet cumulé des différents stress observés séparément 

(inhibition induite par les métabolites et toxicité de la fraction soluble des composants de la phase 

extractante, probablement liée à une interaction de ces molécules solubilisées avec la membrane 

bactérienne conduisant à une altération de celle-ci). L’impact de la phase level toxicity a ensuite 

été constaté par l’intermédiaire d’analyses par cytométrie en flux, en ampoules et directement en 

contacteur. Ces résultats ont donc permis de poser clairement l’hypothèse d’un contact direct entre 

les bactéries et la phase extractante au niveau des pores de la membrane du contacteur.  
 

En résumé, le travail réalisé a permis d’évaluer la nature et l’intensité des inhibitions 

induites sur les bactéries productrices par les métabolites de la voie de biosynthèse du 3-HP et 

d’avancer dans la compréhension des mécanismes impliqués. Un procédé d’extraction du 3-HP au 

sein d’un milieu aqueux a été conçu et une étude approfondie a permis d'identifier les mécanismes 

limitant le transfert du 3-HP dans ce procédé. Enfin, l’approche intégrée a permis d’évaluer et de 

comprendre l’impact du couplage de procédés sur les performances d’extraction et l’état 

physiologique des bactéries productrices. A l’heure actuelle, la forte toxicité observée lors de la 

mise en œuvre de l’extraction in situ de la molécule d’intérêt pendant la bioconversion constitue 

encore un verrou à une optimisation de la production biotechnologique de 3-HP par cette 

approche. 
 

Les résultats obtenus au cours de ce projet, qui constitue la première étude dédiée à la 

bioconversion extractive du 3-HP, ouvrent cependant des pistes pour lever les verrous rencontrés, 

ce qui offre de nombreuses perspectives de travail à court et moyen termes.  
 

L’impact des conditions de croissance de L. reuteri sur ses performances de bioconversion 

du glycérol en 3-HP n’a pas été spécifiquement étudié au cours de ce projet. Plusieurs travaux 

relatent l’importance de cette première étape, notamment pour la préparation de la machinerie 

enzymatique de l’opéron pdu par ajout de molécules inductrices (glycérol ou 1,2-propanediol, 

Sriramulu et al. 2008, Dishisha et al. 2014). De même, la composition du milieu de culture 

constitue un paramètre majeur pour obtenir des bactéries dans un état physiologique optimal pour 

la bioconversion. Ce travail mené sur l’impact des conditions de croissance permettrait également 

d’approfondir la compréhension des mécanismes biologiques à l’origine de l’adaptation et de la 
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résistance des bactéries aux stress ultérieurs provoqués par la bioconversion (stress acide par 

exemple). 
 

Même s’il a été vérifié qu’elle n’était pas génératrice de stress, l’étape de lavage entre 

croissance et bioconversion a été basée sur l’état de l’art et n’a pas été optimisée (nombre 

d’étapes, type de tampon, barème de centrifugation). La présence de sels résiduels, issus de cette 

phase de lavage, dans le milieu de bioconversion constitue vraisemblablement la principale cause 

de la diminution du rendement d’extraction observée lors des essais avec milieu réel. Ainsi, une 

nouvelle stratégie de lavage des cellules, incluant éventuellement un changement de tampon (PPB 

à l’heure actuelle) doit être envisagée pour la suite du projet. 
 

Concernant la compréhension des mécanismes à la base des effets inhibiteurs provoqués par 

les métabolites de la voie, notamment par le 3-HP, des analyses transcriptomiques pourraient être 

mises en œuvre, afin de valider l’hypothèse de l’implication de cette molécule dans la génération 

d’un stress oxydatif ou dans une acidification du cytoplasme entraînant la perte d’activité des 

enzymes de biosynthèse et du métabolisme global. L’évaluation de l’inhibition des micro-

organismes à différentes échelles d’observation permettrait également d’avancer dans la 

compréhension des mécanismes associés. Si des tests aux échelles de la population (cultivabilité 

suite à la bioconversion et cinétiques de croissance en présence de 3-HP) et de la cellule unique 

(marquages fluorescents spécifiques de marqueurs de l’état physiologique, détectés par cytométrie 

en flux) ont été réalisés dans la présente étude, des tests à l’échelle moléculaire pourraient être 

entrepris (spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier pour identifier les modifications de la 

composition biochimique des bactéries soumises au stress induit par le 3-HP, comme déjà réalisé 

dans le cas du 3-HPA ; Zoumpopoulou et al. 2010). De même, s’il est avéré que le 3-HP et le 3-

HPA ont un effet inhibiteur sur L. reuteri, l’action cumulée de ces deux molécules n’a pas encore 

été étudiée.  
 

Les performances de production obtenues jusqu’à présent sont encore insuffisantes. Le 

travail entrepris concernant l’apport contrôlé du substrat (mode « fed-batch ») doit donc être 

poursuivi. Afin de comprendre plus précisément les déterminants métaboliques impliqués dans la 

production de 3-HP par L. reuteri (balance rédox, énergétique cellulaire…), l’impact du pH sur les 

performances de production et l’état physiologique des bactéries a été étudié. Une attention 

particulière devra être portée à l’impact de deux autres paramètres physico-chimiques : la 

composition de l’atmosphère et celle du milieu de bioconversion (ajout de vitamine B12 ou de 
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NAD+ par exemple), y compris en gaz dissous. Comme effectué par Zhu et al. (2009) avec une 

souche recombinante de K. pneumoniae, différentes conditions d’aération (aérobiose, micro-

aérobiose, anaérobiose, par injection d’air ou d’azote) pourront donc être comparées, dans 

l’optique de favoriser l’oxydation du 3-HPA en 3-HP.  
 

L’un des principaux verrous à lever dans le futur concerne la problématique liée à la 

biocompatibilité de la phase organique extractante. L’Aliquat 336, malgré des performances 

d’extraction très élevées en synergie avec la TOA, a été retiré de la formulation du fait de la 

toxicité de sa fraction soluble en phase aqueuse. Bien que moins impactante, la toxicité au niveau 

moléculaire de la phase organique sélectionnée (TOA diluée dans n-décanol) est cependant à 

prendre en considération, en lien avec l’effet cumulatif observé en présence des métabolites 

inhibiteurs de la bioconversion du glycérol (3-HPA et 3-HP), même à faible concentration. 
 

De plus, le probable contact direct des bactéries productrices avec la phase organique au 

niveau des pores de la membrane du contacteur impacte leur état physiologique, conduisant à des 

performances moindres du procédé intégré par rapport à la bioconversion seule. Outre l’utilisation 

de solvants moins toxiques décrits dans la littérature (liquides ioniques, huiles végétales, alcools à 

longue chaine de carbone), l’immobilisation des bactéries dans des billes de gel (alginate, 

chitosane, agarose, gélatine) constituerait une approche pertinente, déjà appliquée avec succès 

pour la production d’acide lactique (Trauth et al. 2001, Tik et al. 2001). Cette stratégie 

permettrait, sans éviter la toxicité de la fraction soluble de la phase organique, d’empêcher tout 

contact direct entre bactéries et phase extractante en les maintenant à l’intérieur du bioréacteur de 

production, même si elle serait à l’origine de nouvelles questions (disponibilité du substrat, 

sensibilité à la toxicité des métabolites). La mise en place d’une membrane de microfiltration entre 

le bioréacteur et le contacteur membranaire pourrait également permettre de limiter cette toxicité 

due au contact direct avec la phase extractante (sans empêcher celle liée à la fraction soluble), tout 

en soulevant potentiellement d’autres problèmes (colmatage, conduite du procédé). De même, 

l’utilisation d’un contacteur à membrane de nature hydrophile, au sein duquel les pores seraient 

remplis par la phase aqueuse, évitant le contact direct entre bactéries et phase extractante, est à 

étudier.  
 

Des analyses transcriptomiques ou protéomiques pourraient également permettre 

d’améliorer la compréhension des mécanismes à la base de la toxicité générée par les différents 

composants de la phase organique extractante, tant celle liée à la fraction soluble que celle due au 
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contact direct entre phases, conduisant à l’identification des cibles d’action de ces molécules. 

Approche déjà décrite dans la littérature (Sardessai and Bhosle 2002, Torres et al. 2011, Segura et 

al. 2012), l’identification de gènes de résistance pourrait ainsi conduire à envisager le 

développement de bactéries résistantes aux solvants et molécules extractantes par ingénierie 

métabolique. 
 

L’intégration d’un second contacteur membranaire au sein du procédé couplé permettrait 

non seulement de régénérer les extractants et de récupérer le 3-HP extrait dans une phase aqueuse, 

mais aussi d’améliorer encore les performances d’extraction en permettant le maintien de la force 

motrice à une valeur maximale (Jin and Yang 1998, Wu and Yang 2003).  
 

Ces différentes approches, ainsi qu’un travail spécifique sur la compréhension des 

mécanismes d’extraction, du point de vue de la réactivité des espèces et du transfert de matière, et 

sur le développement d’un modèle mécanistique de l'extraction réactive du 3-HP, sont 

actuellement entreprises dans le cadre de la thèse de Florian Chemarin (débutée en octobre 2014 

sous la codirection du Pr. V. Athès et du Dr. M. Moussa; co-financement Chaire ABI et INRA). 
 

De manière plus prospective, la mise au point de techniques d’extraction in situ innovantes, 

telles que l’extraction par des polymères à empreintes moléculaires (MIPs), pourrait également 

constituer une alternative intéressante pour la récupération sélective du 3-HP en milieu de 

bioconversion (Lye and Woodley 1999). L’utilisation des MIPs, qui se caractérisent par une 

sélectivité comparable à celle des récepteurs biologiques, se révèle en effet particulièrement 

efficace dès lors que les cibles sont de petites molécules organiques fonctionnalisées, permettant 

l’établissement d’interactions spécifiques (Derrien and Bayoudh 2008). Alors que l’ERCM ne 

serait pas envisageable en cas de couplage entre croissance et bioconversion, du fait de la présence 

d’acide lactique en plus du 3-HP dans le milieu, une extraction par les MIPs serait sélective de 

l’isomère désiré. En effet, ces polymères ont prouvé leur capacité de discrimination sur la base de 

la différence de position d’un unique groupement hydroxyle (Whitcombe et al. 1995). 
 

Enfin, déjà décrite dans la littérature pour l’optimisation de la production de 3-HP, 

l’amélioration ciblée de micro-organismes par ingénierie métabolique constituerait une approche 

intéressante et complémentaire de la bioconversion extractive. C’est l’objectif de la thèse d’Aïda 

Kalantari, débutée en 2013 sous la direction du Pr. I. Mijakovic et également financée par la 

Chaire ABI. Ce projet vise à (i) introduire la voie de biosynthèse du 3-HP chez Bacillus subtilis 

permettant une production simultanée à la croissance ; (ii) augmenter la résistance naturelle de 
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l’hôte envers le 3-HP et le 3-HPA ; (iii) maximiser la production du 3-HP en optimisant la 

répartition des ressources de la cellule et en utilisant au mieux le réseau de régulation métabolique 

existant. Ainsi, l’objectif final consisterait en la mise en œuvre de la souche optimisée par 

ingénierie métabolique dans le procédé intégré.  
 

L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ce projet de thèse et les perspectives qui 

en découlent soulignent bien l’importance d’une approche multidisciplinaire pour lever les 

nombreux verrous existants. Ainsi, le génie microbiologique, le génie des procédés séparatifs, la 

chimie analytique et organique ont été les disciplines principalement mobilisées dans ce travail. 

Les futurs travaux nécessiteront quant à eux d’acquérir et d’assembler des connaissances 

supplémentaires issues de la biologie moléculaire, de la bioinformatique, du génie chimique ou 

encore d’utiliser la modélisation en vue de l’optimisation du procédé. Cette multidisciplinarité doit 

ainsi évoluer pour devenir réellement transdisciplinarité et constituer la clef de voûte 

indispensable à l’accomplissement d’un travail de cette envergure, depuis le laboratoire vers 

l’échelle pilote puis, éventuellement, industrielle. C’est tout l’intérêt de la démarche intégrative 

développée dans le cadre de ce projet. 
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ANNEXE I : Résultats de l’analyse bibliographique par recherche de mots clefs dans la base de données Web of 
Knowledge 
 

3-HP

« 3-hydroxypropionic acid » (268 réponses)

« in situ product recovery» (916 réponses)

Généralités

« extraction» + « 3-hydroxypropionic acid » (0 réponse)« extraction » + « carboxylic acids » (3420 réponses)

« in situ product recovery» + « lactic acid » (40 réponses)

2-HP (acide lactique)

«microbial production » + « carboxylic acids » (383 réponses)

« extraction» + « lactic acid » (2938 réponses)

« lactic acid » (167 624 réponses)

« microbial production » + « 3-hydroxypropionic acid » (21 réponses)

« carboxylic acids » (119 834 réponses)

« microbial production » + « lactic acid » (8412 réponses)

« in situ product recovery» + « 3-hydroxypropionic acid » (0 réponse)
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ANNEXE II : Métabolisme du glycérol chez K. pneumoniae et E. coli 

 

Métabolisme du glycérol chez K. pneumoniae (Ashok et al. 2013a) 
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Métabolisme du glycérol chez E. coli (Kim et al. 2014) 
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ANNEXE III : Résumé des études portant sur la fermentation extractive d’acides organiques entre 2003 et 2014  
Pour le mode de production : B – batch, FB – fed-batch, RB – batch répété, C – continu. Pour la configuration : ID – interne direct, II – interne 
indirect, ED – externe direct, EI –externe indirect (van Hecke et al. 2014) 
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ANNEXE IV : Liste des acides organiques séparés par extraction 
réactive recensés dans la littérature 

Nom usuel Synonyme(s) Numéro CAS Formule semi développée Auteurs
Juang and Wu (1999)

Li et al.  (2002)
Morales et al.  (2003)

Shin et al.  (2009a)
Cascaval et al.  (2013a)
Cascaval et al.  (2013b)

Acide acrylique Acide acroléïque 
Acide prop-2-énoïque

79-10-7 CH2-CH-COOH Keshav et al.  (2009c)

Acide benzoique Acide benzènecarboxylique 65-85-0 C6H5-COOH Datta et al.  (2011)
Sabolova et al . (2001)

Li et al.  (2002)
Morales et al.  (2003)
Wu and Yang (2003)
Keshav et al.  (2009c)

Bizek et al.  (1992)
Bizek et al.  (1993)
Juang et al. (1997)

Heyberger et al.  (1998)
Poposka et al.  (1998)
Keshav et al.  (2012)

Acide formique
Acide méthanoïque

Acide hydroxycarboxylique 64-18-6 H-COOH
Senol (2000)

Morales et al. (2003)
Cascaval et al.  (2013a)

Acide glycolique Acide hydroxyéthanoïque
Acide hydroxyacétique

79-14-1 C-OH-COOH Datta and Kumar (2011)

Wasewar et al.  (2011)
Kaur and Elst (2014)

Coelhoso et al . (1997)
Juang and Huang (1997)
Choudhury et al.  (1998)

von Frieling and Schügerl (1999)
Kahya et al.  (2001)

Kyuchoukov et al.  (2001)
Tik et al.  (2001)

Wasewar et al.  (2002)
Matsumoto et al.  (2003)

Morales et al.  (2003)
Wasewar et al.  (2003)
Wasewar et al. (2004)
Yankov et al.  (2004)
Yankov et al.  (2005)

Kyuchoukov et al.  (2006)
Joglekar et al.  (2006)

Harington and Hossain (2008)
Hossain and Maisuria (2008)

Gao et al.  (2009)
Uslu et al.  (2009)

Yamamoto et al.  (2011)
Kyuchoukov and Yankov (2012)

Krzyzaniak et al.  (2013)
Krzyzaniak et al.  (2014)

Senol (2000)
Uslu et al.  (2008)

Kumar et al.  (2015)
     

   
   

  
 

   

 
   

     
 
   
   

   
   
   

   
   
   

   
   

   
   

 
   

   
   
   
   
   
   
   
 

   
   

 
   

 
 

  

  

  

  
 

  

Acide citrique
Acide 2-hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylique

Acide 3-carboxy-3-hydroxypentanedioïque 77-92-9 HOOC-CH2-COH-COOH-CH2-COOH

Acide lactique 
Acide 2-hydroxypropionique (2-HP)

Acide 2-hydroxypropanoïque

CH2-C-COOH-CH2-COOH

Acide levulinique Acide 4-oxopentanoïque
Acide 3-acétopropionique

123-76-2 CH3-C(O)-CH2-CH2-COOH

 
 
 
 

 

Acide butanoïque
Acide éthyl-acétique

107-92-6 CH3-CH2-CH2-COOH

Acide méthylène-succinique

  

598-82-3 CH3-CH-OH-COOH

  
 

Acide acétique
Acide éthanoïque

Acide éthylique 64-19-7 CH3-COOH

Acide butyrique

Acide itaconique
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   ( )

Acide maléique Acide (Z)-but-2-èn-1,4-dioique 110-16-7 HOOC-C-C-COOH Rahmanian and Ghaziaskar (2008)
Uslu and Kirbaslar (2010)

Labbaci et al.  (2012)

Acide muconique Acide (2E,4E)-hexa-2,4-diènedioïque
Acide trans ,trans -buta-1,3-diène-1,4-dicarboxylique

3588-17-8 HOOC–CH=CH–CH=CH–COOH Gorden et al.  (2015)

Senol (2001)
Waghmare et al.  (2013)

Acide phtalique Acide benzène-1,2-dicarboxylique 88-99-3 C6H4-(COOH)2 Rahmanian and Ghaziaskar (2008)
Senol (2005)

Waghmare et al.  (2011)
Waghmare et al.  (2013)
Datta and Kumar (2014)

Gu et al. (1997)
Li et al.  (2002)

Morales et al.  (2003)
Keshav et al.  (2008)

Wasewar et al.  (2008)
Keshav et al.  (2009)
Wang et al.  (2009)

Galaction et al.  (2012)
Cascaval et al.  (2013a)

Senol (2006)
Marti et al.  (2011)

Cascaval et al.  (2013)
Agrahari et al.  (2014)
Carlescu et al.  (2014)
Moraes et al.  (2015)
Poposka et al.  (2000)
Marinova et al.  (2004)
Marinova et al.  (2005)

Uslu (2007)
Athankar et al.  (2013)
Athankar et al.  (2015)

Senol (2002)
Li et al.  (2002)

Acide tartrique
Acide 2,3-dihydroxybutanedioïque

Acide 2,3-dihydroxy succinique 133-37-9 HOOC-CHOH-CHOH-COOH

Acide picolinique Acide pyridine-2-carboxylique 98-98-6 C5H4N-COOH

Acide pyruvique Acide 2-oxopropanoïque 127-17-3 CH3-CO-COOH

Acide α-toluique Acide phényl-acétique
Acide benzylique

103-82-2 C6H5-CH2-COOH

Acide succinique Acide butanedioïque 110-15-6 HOOC–CH2–CH2–COOH

59-67-6 C5H5N-COOH

 
 

 

  
  

 

  
 

Acide propionique
Acide propanoïque
Acide éthylformique
Acide méthylacétique

79-09-4 CH3-CH2-COOH

Acide nicotinique Niacine

 
 

 

Acide malique Acide 2-hydroxybutane-1,4-dioïque 6915-15-7 HOOC-CH2-CHOH-COOH

Acide valérique Acide pentanoïque
Acide méthyléthylacétique

109-52-4 CH3-(CH2)3-COOH

 
 

 

 

 

 

Noms IUPAC en gras dans le tableau 
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ANNEXE V : Tableau de synthèse des différentes valeurs de KD 
reportées dans la littérature dans le cas de l’acide lactique en fonction 
du diluant et des extractants utilisés 
 

Diluant Extractant(s) pH KD Y% Auteurs
Alcool oléique / 2.40 0.67 40.12 Hossain and Maisuria (2008)
Alcool oléique 15 % Alamine 336 / 3.00 75.00 Yabannavar et al.  (1987)
Alcool oléique 30 % Alamine 336 / 4.50 81.82 Yabannavar et al.  (1987)
Alcool oléique 50 % Alamine 336 / 6.50 86.67 Yabannavar et al.  (1987)
Alcool oléique 50 % di-n-hexylamine 2.50 - 3.20 0.76 43.18 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-octylamine 2.50 - 3.20 1.10 52.38 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-decylamine 2.50 - 3.20 7.76 88.58 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-pentylamine 2.50 - 3.20 0.72 41.86 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-hexylamine 2.50 - 3.20 2.94 74.62 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-octylamine 2.50 - 3.20 1.90 65.52 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % di-n-decylamine 2.50 - 3.20 1.66 62.41 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 50 % Alamine 336 2.50 - 3.20 2.62 72.38 Honda et al.  (1995)
Alcool oléique 15 % Alamine 336 2.00 10.50 91.30 Kahya et al.  (2001)
Alcool oléique 50 % Alamine 336 2.00 13.00 92.86 Kahya et al.  (2001)
Alcool oléique 15 % Alamine 336 4.00 0.20 16.67 Kahya et al.  (2001)
Alcool oléique 50 % Alamine 336 4.00 0.30 23.08 Kahya et al.  (2001)
Alcool oléique 20 % TOA / 9.00 90.00 Kyuchoukov and Yankov (2012)
Alcool oléique 40 % TOA / 10.00 90.91 Kyuchoukov and Yankov (2012)
Alcool oléique 60 % TOA / 6.50 86.67 Kyuchoukov and Yankov (2012)

Huile de tournesol / 2.40 0.11 9.91 Hossain and Maisuria (2008)
Huile de tournesol 20 % TOA 4.00 0.40 28.57 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 20 % Aliquat 336 4.00 0.50 33.33 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 5 % TOA + 15 % Aliquat 336 4.00 1.20 54.55 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 4.00 2.20 68.75 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 20 % TOA 6.00 0.05 4.76 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 20 % Aliquat 336 6.00 0.05 4.76 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 5 % TOA + 15 % Aliquat 336 6.00 0.09 8.26 Harington and Hossain (2008)
Huile de tournesol 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 6.00 0.13 11.50 Harington and Hossain (2008)

MIBK / / 0.10 9.09 Kertes and King (1986)
MIBK / / 0.31 23.66 Wasewar et al.  (2002a)
MIBK 20 % Alamine 336 / 0.72 41.86 Wasewar et al.  (2002a)
MIBK 30 % Alamine 336 / 2.68 72.83 Wasewar et al.  (2002a)
MIBK 40 % Alamine 336 / 4.24 80.92 Wasewar et al . (2002a)
Octanol / / 0.32 24.24 Kertes and King (1986)
Octanol / / 0.29 22.48 Wasewar et al.  (2003)
Octanol 10 % Alamine 336 / 15.35 93.88 Wasewar et al.  (2003)
Octanol 20 % Alamine 336 / 19.69 95.17 Wasewar et al.  (2003)
Octanol 30 % Alamine 336 / 25.95 96.29 Wasewar et al.  (2003)
Octanol 30 % TOA 2.80 0.90 47.37 Choudhury et al.  (1998)
Octanol 90 % TOA 2.80 1.20 54.55 Choudhury et al.  (1998)

Octanol + dodécane 20 % TOA / 2.50 71.43 Kyuchoukov et al.  (2006)
Octanol + dodécane 30 % TOA / 7.00 87.50 Kyuchoukov et al.  (2006)
Octanol + dodécane 40 % TOA / 11.00 91.67 Kyuchoukov et al.  (2006)
Octanol + dodécane 50 % TOA / 22.00 95.65 Kyuchoukov et al.  (2006)
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Décanol / 2.40 0.43 30.07 Hossain and Maisuria (2008)
Décanol / 2.68 0.12 10.53 Labbaci et al.  (2012)
Décanol / 1.80 - 3.40 0.13 11.50 Wasewar et al.  (2002b)
Décanol 20 % Alamine 336 1.80 - 3.40 12.57 92.63 Wasewar et al.  (2002b)
Décanol 30 % Alamine 336 1.80 - 3.40 16.44 94.27 Wasewar et al.  (2002b)
Décanol 40 % Alamine 336 1.80 - 3.40 23.37 95.90 Wasewar et al.  (2002b)
Décanol 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 2.68 33.00 97.06 Kyuchoukov et al.  (2001)
Décanol 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 5.00 0.70 41.18 Kyuchoukov et al.  (2001)
Décanol 30 % TOA 2.68 6.75 87.09 Labbaci et al.  (2012)

Décanol + dodécane 20 % TOA / 2.00 66.67 Kyuchoukov et al.  (2006)
Décanol + dodécane 30 % TOA / 5.00 83.33 Kyuchoukov et al.  (2006)
Décanol + dodécane 40 % TOA / 7.50 88.24 Kyuchoukov et al.  (2006)
Décanol + dodécane 50 % TOA / 12.50 92.59 Kyuchoukov et al.  (2006)
Décanol + dodécane 15 % TOA 2.40 0.30 23.08 Yankov et al.  (2004)
Décanol + dodécane 20 % TOA 2.40 0.70 41.18 Yankov et al.  (2004)
Décanol + dodécane 30 % TOA 2.40 2.30 69.70 Yankov et al.  (2004)
Décanol + dodécane 15 % Aliquat 336 2.40 0.15 13.04 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 30 % Aliquat 336 2.40 0.25 20.00 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 15 % TOA 2.40 0.50 33.33 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 30 % TOA 2.40 2.30 69.70 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 6.00 1.90 65.52 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 15 % Aliquat 336 6.00 0.40 28.57 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 30 % Aliquat 336 6.00 0.60 37.50 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 15 % TOA 6.00 0.00 0.00 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 30 % TOA 6.00 0.05 4.76 Yankov et al.  (2005)
Décanol + dodécane 15 % TOA + 15 % Aliquat 336 6.00 0.50 33.33 Yankov et al.  (2005)

/ 100 % TOA / 0.63 38.65 Honda et al.  (1995)
/ 100 % TOA / 0.23 18.70 Kyuchoukov and Yankov (2012)
/ 100 % TOA 2.68 0.19 16.22 Labbaci et al.  (2012)
/ 100 % Alamine 336 / 0.55 35.48 Yang et al.  (1991)
/ 100 % Alamine 336 / 0.76 43.18 Honda et al.  (1995)
/ 100 % Aliquat 336 / 2.17 68.45 Yang et al.  (1991)  
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ANNEXE VI : Protocole d’utilisation du bioréacteur Sétric 7L 
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ANNEXE VII : Protocole d’utilisation du bioréacteur Sartorius Biostat A 
plus 
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« Que conclure à la fin de tous mes longs propos ? C'est que les préjugés 

sont la raison des sots »  

(François-Marie Arouet, dit Voltaire, Poème sur la Loi Naturelle, 1756) 
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