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Résumé

Alors que le bioéthanol a de nombreuses propriétés bénéfiques comme produit de
substitution a I’essence issu du ratfinage du pétrole, il présente de nombreuses lacunes,
notamment une tension de vapeur €levée, une affinité pour I’eau et un pouvoir calorifique
plus faible que I’essence, présentant ainsi une complexité logistique importante pour son

mélange, son transport et son utilisation.

Un compromis intéressant est de produire du biobutanol. Il est de plus en plus considéré
comme un fuel automobile supérieur au bioéthanol, car son contenu énergétique est
supérieur. Le probleme de séparation rencontré entre les mélanges d’essences avec le
bioéthanol est moindre dans le cas du biobutanol. De plus, il réduit significativement les
émissions polluantes, 1l est moins corrosif et il peut étre mélangé avec I’essence a
différents pourcentages. Des recherches suggérent méme qu’il pourrait étre mélangé avec
de I’essence ou du diésel jusqu’a un pourcentage de 45 %, sans aucune modification du
moteur ou de perte de performance. De plus, le biobutanol peut contribuer
significativement & verdir la chimie, car c’est une molécule-plateforme qui peut €tre
utilisée dans différents produits chimiques tels que les peintures, etc. La voie la plus
connue pour I’obtention du butanol, est la fermentation acétone-butanol-éthanol (ABE),
mais elle possede des inconvénients, puisque [’acétone représente un probléme au niveau
des installations industrielles. Pour cette raison, ce projet de maitrise visait & démontrer la
faisabilit¢ de la fermentation Isopropanol-Butanol-Ethanol (IBE) au lieu de la

fermentation ABE.

En utilisant la souche Clostridium beijerincki DSM 6423, plusieurs essais ont ¢té réalisés,
en commengant par identifier la concentration de glucose offrant le meilleur rendement
en butanol. Cette concentration a ¢été de 60 g/L avec un rendement IBE de
0,225 g de butanol/g sucres consommés. Cependant, il a été observé que la consommation
de glucose n’était que de 54 % a 58 %, ce qui a conduit a examiner des alternatives pour
améliorer [’assimilation de glucose. Plusieurs avenues ont €t¢ explorées afin d’optimiser
cette conversion : débuter la fermentation avec un pH initial de 5, l'utilisation d'un tampon

acétate 50 mM avec un pH 5,5, l'ajout de 60 mM de butyrate de sodium, I'utilisation de



5

5 g/L de CaCOs et finalement une fermentation avec contréle de pH, autour d’une valeur

de 5,5.

Bien que le rendement global du butanol n’ait pas été¢ amélioré, il a été possible
d’augmenter la consommation de glucose, car elle a passé de 52 % a 78 %, ce qui indique
I'importance de contrdler et de suivre le pH pour générer suffisamment d’acides pour
favoriser le passage de la phase acidogene vers la phase de production de solvants et aussi
pour maintenir une concentration que permet la transformation, en continu, des acides vers

les produits d’intéreét.

Un milieu contenant un mélange des sucres synthétiques similaires aux concentrations
présentes dans le bois de bouleau jaune, un substrat lignocellulosique avec lequel le
CEPROCQ a déja travaillé dans le passé, a été utilisé. Méme si ces conditions n’ont pas
favorisé le rendement en butanol, I’expérience a permis d’observer le comportement de la

bactérie en présence des différents substrats et sa préférence pour le glucose.

Finalement, la fermentation IBE optimisée a €t€ testée avec ’hydrolysat obtenu a partir
de la tige de mafis prétraitée. Bien que les rendements soient similaires, il a été observé
que les fermentations ont mis plus de temps a démarrer, possiblement di a la présence de
composés phénoliques, avec une concentration potentiellement inhibitrice, mais qui a

retarde la production de solvants.

Ce projet a démontré le potentiel d’un procédé fermentaire IBE et il propose une nouvelle

voie de valorisation des résidus lignocellulosiques par fermentation.

Mots Clés

Clostridium  beijerinckii, fermentation IBE, biobutanol, isopropanol, hydrolyse

enzymatique, tige de mafs.
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Chapitre 1 - Introduction

L’objectif de trouver des alternatives pour remplacer les combustibles et les produits
d’origine fossile et la conversion vers une économie circulaire, a entrainé 1’intérét de la
recherche vers des procédés plus propres ou verts. L.’un de ces combustibles est le butanol,
dont il a été démontré qu’il possede des caractéristiques similaires a ’essence et qu’il est
supérieur comme additif du carburant a I’éthanol, mais I’inconvénient actuellement est sa

rentabilité économique pour sa production.

La fermentation ABE génére, en plus du butanol et de I’éthanol, de I’acétone indésirable,
ce qui pousse a identifier des alternatives. Une option consiste a développer la
fermentation IBE, que permet d’obtenir I’isopropanol, un alcool qui offre plus d’avantages
que I’acétone, en raison du risque de corrosion qui peut produire ce dernier dans les piéces
de moteur en caoutchouc et ses mauvaises propriétés comme carburant (dos Santos Vieira

etal., 2019).

L'expérience acquise lors du développement du projet de fermentation ABE au sein du
CEPROCQ et dont les résultats sont décrits dans l'article « Acetone—Butanol—Ethanol
Production from Eastern Canadian Yellow Birch and Screening of Isopropanol—Butanol—
Ethanol-Producing Strains » a donné des outils pour mieux comprendre la fermentation
IBE et faciliter sa compréhension, puisqu'il s'agit d'un sujet a peine exploré et avec peu

d'informations disponibles (Benali et al., 2019).

Bien que diftérentes étapes soient nécessaires pour obtenir les sucres nécessaires a la
fermentation, I’utilisation de substrats lignocellulosiques a €té envisagée ¢tant donné sa
grande disponibilité et la possibilité d’étre valorisés pour faciliter un procédé

€conomiquement viable.

Afin d’explorer la production de biobutanol, ce projet cherche a vérifier et valider la
faisabilité¢ de la fermentation isopropanol-butanol-éthanol (IBE), en utilisant la souche
Clostridium beijerinckii DSM 6423 et un milieu de culture alternatif. Un milieu de culture
semi-synthétique est d’abord utilisé et ensuite un hydrolysat de tige de mais, comme un

milieu complexe et alternatif.



Chapitre 2 - Revue de la littérature

2.1 Le butanol

Le butanol, n-butanol ou I-butanol (Ndaba et al., 2015) est un alcool simple, a chaine
droite avec quatre atomes de carbone, incolore, complétement miscible avec les solvants
organiques et partiellement miscible avec I’eau. L'intérét naissant pour sa production est
di a la grande variété des applications industrielles, comme additif dans I'essence, étant
donné qu’il peut étre facilement mélangé avec elle. 11 pourrait €galement étre une option
future pour le mélange avec le diesel, car il contient plus d'oxygéne, ce qui pourrait avoir
pour effet une réduction des émissions, principalement de la suie. Le butanol présente une
chaleur d'évaporation plus €levée que ['éthanol, ce qui est bénéfique pour réduire la
température de combustion et éventuellement conduire a la réduction de la formation de

NOx (da Silva Trindade et al., 2017).

A titre de molécule de plateforme, le butanol est utilisé pour la production de polymeres,
de carburants oxygénés, d’hydrocarbures, d’élastomeres synthétiques, tel que le montre la

figure 2.1 (Mascal, 2012).

2-éthylhexanol Acétate de butyle
Acide 2-Ethylhexanoique Solvants _ Ether de dibutyle
Butyral polyvinylique Ethers de butyle glycol
Triméthanolpropane Propanoate de butyle
A
|
Polyméres Acrylate de butyle
Butyraldéhyde P Méthacrylate de butyle |

Butyle vinyle éther

n-Butanol

Phtalates de butyle
Citrate de tributyle
Sébacate de dibutyle |

Plastiﬁanti

A

Acide butyrique

v

Esters de butyrates
Butyrates de cellulose

Butylparaben

| Divers Phosphate de tributyle
Butyl amines

Résines butylates

Figure 2.1 Applications du butanol
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Le marché mondial du n-butanol était estimé a environ 3,9 milliards de dollars en 2016 et
il devrait atteindre environ 5,6 milliards de dollars d'ici 2022, avec un taux de croissance
annuel compos€ de 5,9 % de 2017 a 2022 (Benali et al., 2019). Cette croissance peut étre
attribuée a une demande accrue pour l'acrylate de butyle dans diverses applications

industrielles.

2.1.1 Production de biobutanol

Il existe essentiellement deux voies de production du butanol: par fermentation ou
« biobutanol » ou a partir du pétrole ou « petro-butanol ». Les différences entre les deux
au niveau des propriétés chimiques sont inexistantes (dos Santos Vieira et al., 2019). La
production de butanol par fermentation n'est pas récente et la premiere tentative a été faite
par Louis Pasteur en 1861, mais sa production a grande échelle a commencé au début des
années 1920. Cependant, la production industrielle se fait par le procédé d'oxo-synthese,
impliquant I’hydroformylation de propéne pour donner du butyraldéhyde et
I’hydrogénation subséquente. Le procédé consomme du propeéne, un dérivé du pétrole a
demande relativement €levée (Mascal, 2012). La raison pour laquelle ce processus est
toujours utilisé, peut €tre attribu¢ aux faibles colts de la production et aux impacts

environnementaux qui ne sont pas pris en considération (Benali et al., 2019).
2.1.1.1 Producteurs naturels de butanol

Les micro-organismes capables de produire du biobutanol appartiennent au genre
Clostridium. Pour €tre classé€s en tant que tels, ces micro-organismes doivent répondre a
quatre caractéristiques bien définies: étre gram positif, étre strictement anaérobie, avoir la
capacit¢ de former des spores et €tre incapables d’utiliser le sulfate comme accepteur

d’électrons (Andreesen et al., 1989).

Parmi les Clostridium, les espeéces productrices de butanol avec des quantités variables
d'acétone, d'isopropanol et d'éthanol sont les mésophiles saccharolytiques. Il existe, au
moins, quatre groupes distincts dus a leur homologie d'ADN et d'autres caractéristiques :

C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. aurantibutyricum et C. tétanomorphum (Jones et al.,
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1989). C. acetobutylicum et C. beijerinckii sont les plus étudiés actuellement (Xin et al.,

2018).

Les souches de C. acetobutylicum qui produisent du butanol, de I'acétone et de I'éthanol
dans un rapport de 6: 3: | ont été largement utilis€es pour la production industrielle de
solvants. Les souches désormais class€ées comme C. beijerinckii, ne présentent pas
d'’homologie de 'ADN avec le groupe C. acetobutylicum et contiennent, a la fois, des
souches qui produisent de 'acétone ou de l'isopropanol en plus du butanol (Jones et al.,
1989). La capacité de produire de l'isopropanol au lieu de I'acétone est due a la présence
d'une enzyme alcool déshydrogénase primaire/secondaire supplémentaire, qui permet de

transformer 'acétone en isopropanol (Yang et al., 2016).
2.1.1.2 Métabolisme

La route de la dégradation du sucre par C. acetobutylicum et C. beijerinckii, n’a pas été
completement déterminée, mais il est probable qu’elle utilise des réactions glycolytiques

de type Meyerhof-Parnas (Diirre, 1998).

Pendant les fermentations ABE ou IBE, deux phases sont observées: une phase acidogene
et une phase solventogene. La phase acidogene a lieu au moment de la phase exponentielle
de croissance avec une production des acides, principalement de 'acide acétique et de

I'acide butyrique, provoquant une chute du pH en dessous de 5 (Yang et al., 2016).

Quant a elle, la phase solventogeéne est probablement déclenchée par une concentration
minimale des acides non dissoci€s (Maddox et al., 2000) et aucune croissance bactérienne
n’est observée. Les acides organiques agissent comme des co-substrats et sont convertis
en éthanol, acétone, isopropanol et butanol. Cette réaction peut étre considérée comme un
mécanisme pour €viter I'accumulation d'acides a des concentrations toxiques (Mitchell,
1997). Finalement, lorsque les concentrations des solvants atteignent certains niveaux, par
exemple 20 g/L pour la fermentation ABE (Jones et al., 1986) ou 10,7 g/L pour la
fermentation IBE (de Vrije et al., 2013), le métabolisme bactérien s'arréte, donc la

production de solvants prend fin également.
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Au niveau du rble des acides non dissociés dans le mécanisme pour déclencher la
production de butanol, c’est I’acide butyrique ou sa forme protoné n-butyrate qui semble
avoir le plus d’impact. Il peut se propager librement a travers la membrane cellulaire et
pénétrer dans le cytoplasme, ou le pH est généralement d'une a deux unités, supérieur au
pH de l'environnement extracellulaire, en libérant des protons par dissociation. Le
n-butyrate est piégé a l'intérieur de la cellule et le pH intracellulaire diminue, ce qui peut
avoir un impact négatif sur les activités enzymatiques. Egalement, le potentiel
membranaire, qui est couplé aux processus cellulaires vitaux, est dissipé par le mouvement
scalaire des protons dans le cytoplasme. En bref, c’est I’acide butyrique qui est toxique
pour les cellules, puisque sa concentration dans le milieu incite la formation de butanol,
plutot que la concentration de n-butyrate total ou la concentration de l'acide acétique

(Richter et al., 2012).

Le Tableau 2.1 regroupe les enzymes impliquées dans les transformations des sucres en

solvants, tandis que la figure 2.2 montre le métabolisme de la fermentation.

Tableau 2.1 Enzymes dans le métabolisme de microorganismes Clostridium producteurs de butanol

Nombre Enzyme
l Systémes phosphoénolpyruvate phosphotransférase et enzymes
glycolytiques de la voie Embden-Meyerhof-Pamas;

2 Pyruvate: ferrédoxine oxydoréductase;

3 Tthiolase - o
4 3-hydroxybutyryl-CoA déshydrogénase

> Crotonase

6 Butyryl-CoA déshydrogénase

[ ~ Phosphotransbutyrylase

8 ) Butyrate kinase

9 Phosphotransacétylase

10 Acétate kinase

I'l Hydrogénase

12 Lactate déshydrogénase

13 Butyraldéhyde déshydrogénase et aldéhyde / alcool déshydrogénase £
14 Butanol déshydrogénase et aldéhyde / alcool déshydrogénase E

15 Acétoacétyl-CoA: acétase / butyrate coenzyme-A transférase

16 Acétoacétate décarboxylase;

17 Alcool déshydrogénase primaire / secondaire

18 Acétaldéhyde déshydrogénase

19 Ethanol déshydrogénase
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Figure 2.2 Métabolisme de fermentation des organismes du genre Clostridium
producteurs de butanol.
Les nombres encerclés indiquent les enzymes utilisées et la ligne pointillée vers
I'isopropanol indique que seules certaines souches de C. beijerinckii sont capables de
le produire.

2.1.2 Fermentation IBE

En plus du colt élevé de production qui la rend peu viable économiquement, la
fermentation conventionnelle ABE présente aussi I’inconvénient de produire de I'acétone,
sous-produit corrosif et peu valorisable (Li et al., 2019). C’est dans ce contexte que la
fermentation Isopropanol-Butanol-Ethanol (IBE) suscite un intérét grandissant des

chercheurs et de la communauté scientifique.

Malgré 'intérét suscité par ce type de fermentation, les micro-organismes sauvages de la
fermentation IBE peuvent étre inhibés plus facilement par ’accumulation de solvants,
principalement par le butanol, que les producteurs des fermentations ABE, les rendant

moins efficaces (dos Santos Vieira et al., 2019).
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Au cours de la fermentation IBE, il a ét€ observé que les sucres ne sont pas complétement

consommeés, qu’il s’agisse d’un milieu de culture semi-synthétique ou d’hydrolysats (dos

Santos Vieira et al., 2019). Il a également été constaté qu'en présence de glucose et de

xylose, il y a une préférence pour la consommation de glucose, un comportement typique

de microorganismes du genre Clostridium (Mitchell, 1997).

2.1.2.1 Clostridium beijerinckii DSM 6423

C. beijerinckii DSM 6423, également NRRL B-593 et anciennement connu sous le nom

de C. butylicum NRRL B-593 est la souche la plus étudiée jusqu’a maintenant pour la
fermentation IBE (Diallo et al., 2018).

Cependant, son rendement reste faible, car dans la fermentation discontinue et en utilisant

le glucose ou un mélange glucose/xylose, la concentration en butanol dépasse rarement le

6 g/L (dos Santos Vieira et al., 2019) et les sucres ne sont pas completement consommés.

Le tableau 2.2 résume I’information trouvée dans la littérature en utilisant glucose, xylose

ou un mélange des deux, comme source de carbone.

Tableau 2.2 Résultats des fermentations IBE avec Clostridium beijerinckii DSM 6423

Conc.
initiale
Sucres
sucres
(g/L)
“Glucose/
40/20
xylose
(_;lucose 20
Glucose 61 £4
Glucose 56+ |
Glucose 60

Consom
Temp
sucres

(“0)

ferm.

23,6/10.3 67h

ND 144
52+4 47h

53,040,1 47h
33,8 48 h

Rend. BuOH (g BuOH/g glucose consommé)

ND : No détecté

Acétone

(g/L)

ND

ND
0,2+ 0,0
02+00

= 0,1

IPA EtOH

(g/L) (gL
3,2 0,43

0,48 ND

20:04 02400
3801 02%00

2,16 <0,1

BuOH
(g/L)

6,9

4.6
4,0+ 1,0

4302 0,140,001

3,71

Rend.
BuOH

ND
0,12+ 0,03

0,187

Réf.

(de Vrije et al, 2013)
(George ct al., 1983)

(Rochén et al., 2013)

(Survase et al., 2011)

En raison du faible rendement des fermentations IBE, des efforts ont été récemment

déployés pour chercher a I’optimiser.

Un de ces

efforts

a été¢ d’incrémenter la

résistance

I’isopropanol de

C. beijerinckii DSM 6423 par les méthodes de la mutagenése aléatoire et le remaniement
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du génome (De Gérando et al., 2016). Bien qu’il ait ét€ possible d’obtenir de souches plus

résistantes, la production de solvants n’a pas augmenté.

Une autre option envisagée a été d'introduire dans les bactéries ABE hautement résistantes
aux solvants, I’enzyme alcool déshydrogénase primaire/secondaire responsable de la
transformation de I'acétone en isopropanol. Malgré que la production d'isopropanol et la
réduction de 'acétone aient été reproduites, des problémes ont €té observés au moment de
réaliser des essais au niveau pilote. Par exemple, la taux de conversion d’acétone en
isopropanol a diminué 50 % a 14 % et ce comportement est du probablement a un
déséquilibre  d'oxydoréduction, vu que la réaction nécessite du NADPH

(Survase et al., 2019).
2.1.2.2 Isolation de souches IBE

En dépit des efforts visant a améliorer génétiquement les bactéries IBE pour incrémenter
leur rendement, I’isolation de nouvelles bactéries de type sauvage avec une production
d'isopropanol et de butanol plus élevée, génere de I’intérét en raison des risques li€s aux
défauts potentiels des microorganismes génétiquement modifiés, lors de I’évaluation des

technologies de fermentation (Mariano et al., 2015).

La plupart des bactéries IBE isolées rapportées dans la littérature ont été obtenues a partir
du sol : herbe, sol contaminé par du diesel et sol avec I’herbe décomposée (Zhang et al.,
2018; Younet al., 2016; Xinetal., 2017), a I’exception de celle trouvée a partir des grains
broyés de blé, gramme, orge et millet (Dalal et al., 2019). Celle identifiée comme
C. beijerinckii BGS1 a donné les meilleurs résultats en produisant 10,2 g/L de butanol et
3,4 g/L d'isopropanol. Le Tableau 2.3 montre les résultats des diftérentes souches IBE

1solées.
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Tableau 2.3 Résultats fermentations IBE avec souches isolées

Conc.
tnitiale Consom. )
Temps Acétone IPA EtOH BuOH Rend.
Souche isolée Sucre de sucres Réf.
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) BuOH
sucres (%)
(g/L)
C. beijerinckii - o -
L Glucose 50 453 96 ND ~3.00 N 5,02 0,229 (Yang ctal, 2016)
optinoii
C. beijerinckii =5 a T
Glucose 60 83 48 ND 3.4 N 10,2 0,204 (Zhang et al., 2018)
BGSt
Clostridium sp._ R - -
Glucose 60 77 32 ND 4,49 N 943 0,200 (Youn et al.. 2016)
Al424
Clostridium sp.
Glucose 60 34 48 0.93 0,55 N 5,14 0,130 (Xinetal, 2017)
NJIP7
~ C.beijerinckii C- B
Glucose 30 93 72 ND 2.5 N 7.5 0,267 (Dalal et al., 2019)

o1

Rend. BLI)H(g BuOH:g gllzosc consommé)
ND : Non détecté N : Négligeable selon les autewrs
Il est possible de remarquer qu’il n’y a pas une consommation complete de glucose dans

les fermentations avec une concentration initiale de 60 g/L., variant entre 34 % et 83 %.
2.1.2.3 Fermentations IBE a partir de substrats lignocellulosiques

La biomasse lignocellulosique peut €tre utilisée comme substrat moins coliteux pour la
production de biobutanol en raison de ses nombreux avantages tels que la disponibilité en
abondance et 'absence de concurrence avec la chaine alimentaire (Prakash et al., 2016).
Cependant, la biomasse lignocellulosiqiue doit étre prétraitée pour libérer les polymeres
en C6 et C5 (cellulose et hémicellulose) de la lignine et hydrolys€es en sucres simples,

avant tout procédé de fermentation.

Le prétraitement vise a modifier la taille et la structure macroscopique et microscopique
de la biomasse ainsi que sa composition chimique submicroscopique, afin de faciliter
I'hydrolyse enzymatique de la fraction glucidique en sucres monomeres. [l permet aussi
de perturber ou séparer la lignine du composant hémicellulose de la biomasse (Ezeji et al.,

2010).
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Le prétraitement est une €tape critique du processus d’utilisation des biomasses, car il peut
représenter jusqu’a 30 % du cout total de production. Le prétraitement peut étre physique,

physico-chimique, chimique et / ou biologique.

Le tableau 2.4 regroupe les différents types de prétraitement et les effets sur la biomasse

lignocellulosique.

Tableau 2.4 Diftérents prétraitements pour la biomasse lignocellulosique

Type de I .
. yp Prétraitement Effets Réf.
prétraitement
. Facilite la manipulation.
. . Augmente la surface spécifique disponible. (Harmsen et al., 2010;
Physique Broyage PN . e
o Réduit a la fois le degré de polymérisation (DP) Agbor et al., 2011)
et la cristallinité de la cellulose.
. Hydrolyse de [I'hémicellulose et ¢élimination
. artielle de la lignine, rendant la cellulose plus
Hydrothermique parti l lignine, o rose plu
accessible.
. Formation d'inhibiteurs pour la fermentation.
. Hydrolyse de I’hémiceliulose.
. Augmente la porosité et améliore la digestibilité
Acide dilué enzymatique.
. Formation d'inhibiteurs pour la fermentation.
° Altération modérée de la structure de la lignine.
. Gonflement de la biomasse, ce qui augmente la
Alealin surface interne et diminue le degré de
polymérisation et la cristallinité de la cellulose.
Chimique ® Elimination de la lignine.
. Elimination de la lignine. La lignine enlevée, a
une haute qualité qui pourrait faciliter son
Organosolv application pour la production des autres
produits chimiques.
. Hydrolyse de I’hémicellulose.
P . Harmsen et al., 2010
S . Elimination de la lignine. ( )
Délignification . . \ .
oxydative . Dégradation de I'hémicellulose.
. Diminution de la cristallinité de la cellulose.
° Séparation de la lignine.
Liquides ioniques lncremen_t _de lacces;nbnlnle de la ce_l!ulo_se dans
les conditions ambiantes, sans utilisation des
solutions acides ou alcalines.
. Dégradation de I'hémicellulose.
Explosion a la vapeur ° Perturbation de la matrice de la lignine.
° Formation des inhibiteurs pour la fermentation.
. L . Elimination de la lignine.
Physico- Explosion a I’'ammoniac R Déeradation d l'hilrpn' ul
chimique (AFEX) ¢gradation de I'hémicellulose.

. Diminution dc la cristallinité de la cellulose.

. Hydrolyse de 'hémicellulose.
Explosion au CO, . Perturbation de la structure de la biomasse, en
augmentant la surface spécifique disponible.

Biologigue Biologique . Dégradation de I"hémicellulose et de la lignine
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[’étape de prétraitement est suivie de I’hydrolyse effectuée par un acide ou par un groupe
d'enzymes. Le procédé d'hydrolyse acide est moins cher et plus rapide que I'hydrolyse
enzymatique, mais I'acide lui-méme est toxique pour I'environnement et nuisible pour les
cellules. Il nécessite €galement une étape de détoxification pour éliminer certains
inhibiteurs tels que les acides faibles, les dérivés du furane et les composés
phénoliques (Ibrahim et al., 2017). A contrario, I'hydrolyse enzymatique est trés
spécifique, nécessite une faible énergie, les rendements de conversion sont plus élevés, ne
conduit pas a la corrosion et son impact environnemental est inférieur a celui de

I'hydrolyse acide. De plus, il n'y a pas de génération d'inhibiteurs (Morone et al., 2014).

Il est important de différencier I'hydrolyse des celluloses et I’hydrolyse d’hémicelluloses,
parce que cette derniére a une structure principalement amorphe, contrairement a la

structure cristalline de la cellulose.

Au cours de I’hydrolyse enzymatique de la cellulose, au moins trois types d’enzymes,
connues sous le nom de cellulases, sont utilisées : les endoglucanases, les exoglucanases,
¢galement appelées cellobiohydrolases et les B-glucosidases. D’abord, les endoglucanases
dégradent les parties de la cellulose avec une faible cristallinité et générent des extrémités
de chaine libres, qui peuvent ensuite étre modifiées par les exocglucanases pour retirer les
unités de cellobiose des extrémités de la chaine. Finalement, les B-glucosidases
hydrolysent le cellobiose en glucose (Garcia et al., 2011). La figure 2.3 représente

I’activité enzymatique dans la cellulose, modifiée (Aro et al., 2005).

Endoghic
O Ghicose l e
Exoglicanase
O‘O Cellobiose ﬂ )
' B-ghicosidase

Figure 2.3 Schéma de l'activit¢ enzymatique des cellulases
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Lors de I’hydrolyse enzymatique, il est aussi nécessaire de contrdler le pH pour un bon
fonctionnement de P’enzyme. Généralement, le tampon citrate est utilis€ dans les
hydrolyses enzymatiques de substrats lignocellulosiques, mais des études récentes
montrent qu’il inhibe la croissance de souches productrices d’ABE comme
C. acetobutylicum ATCC 824 et C. beijerinckii NCIMB 8052 (Liu et al., 2015). Pour
surmonter cette problématique, 1’utilisation du tampon acétate au lieu du tampon citrate,
pourrait étre une possibilit¢ d’améliorer la production de la fermentation [BE

(dos Santos Vieira et al., 2019).

Dans le cas de I’hydrolyse d’hémicellulose, celle-ci est produite par I’action concertée des
endo-enzymes pour diviser intérieurement la chaine principale, des exo-enzymes pour
libérer les sucres monomériques et des enzymes auxiliaires pour couper les chaines
latérales des polymeres ou des oligosaccharides en conduisant a la libération de divers

mono et disaccharides, selon le type d’hémicellulose (Aro et al., 2005).

En général, le résultat de I’hydrolyse enzymatique dépendra de la qualité et la
concentration du substrat, les méthodes de prétraitement utilisées, la charge enzymatique,
l'activité des enzymes et les conditions d'hydrolyse comme le pH, la température et

I”agitation.

Finalement, pour 1’étape de la fermentation, il existe treés peu d’études dans la littérature
sur la fermentation IBE a partir de substrats lignocellulosiques. Parmi les substrats utilisés
figurent la sciure d'eucalyptus, la parche du caf€, la paille de riz et la bagasse de manioc.
Les résultats sont variables en raison des différentes techniques utilisées pendant la

fermentation. Le tableau 2.5 rassemble les résultats des différentes études.
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Tableau 2.5 Résultats des fermentations IBE a partir de substrats lignocellulosiques

Consom. Temps  Acétone
Souche Substrat sucres
(%) (h) (g/L)
= =
beijerinckii
Paille de riz 97 72 ND
C-01
(ksolée)
Glucose
C. r
Sciure 317
beijerinckii 48 ND
d'eucalyplus Xyl
DSM 6423 Aylose
70+5
— = . S =
beijerinckii ~ Parche de s 13 ND
café
DSM 6423
C.
P N 80
beijerinckii Bagasse de
. 63 ND
ATCC manioec (glucose et xylose)
6014

Rend. BuOH (g BuOH/g glucose consommé)

ND : Non détecté

IPA
(g/L)

)
[

42+0,1

]
(]

6,69

EtOH
(g/L)

0.2£0.0

ND

ND

BuOH
(g/L)

6.0

42+05

44

12,31

Rend.
BuOH

0,234

0.15+ 0,01

0.31

Réf.

(Dalal et al.. 2019)

(Cebreiros et al., 2019)

(Procentese et al., 2018)

(Zhang et al., 2016)
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Chapitre 3 - Objectifs du projet

3.1 Butdu projet

Le colt ¢élevé des substrats et la formation de sous-produits comme l'acétone et 'éthanol
pendant la fermentation acétone-butanol-éthanol (ABE), nuisent a la rentabilit¢ de la
production & grande €chelle du biobutanol. Une stratégie pour accroitre la rentabilité¢ du
procédé serait de convertir 'acétone en un produit a plus forte valeur ajoutée, tel que

I'isopropanol.

L’utilisation des substrats alternatifs comme des résidus lignocellulosiques prétraités peut
aussi aider a I’amélioration de la rentabilité. Le but du projet est donc d’€tudier le procédé
de fermentation isopropanol-butanol-éthanol (IBE), en utilisant la souche Clostridium
beijerinckii DSM 6423 dans un milieu de culture semi-synthétique et dans un milieu de
culture complexe et alternative que contient un hydrolysat obtenu a partir de tiges de mais

prétraitées.

3.2 Hypothéses

Selon la revue de littérature, les hypotheses suivantes sont formulées:

3.2.1 Concentration de glucose
Hypothése I . La concentration initiale de glucose affecte la production de butanol.

Dans les fermentations ABE en discontinu, un excés de sucres est indispensable pour
commencer et maintenir la production de solvants ainsi que pour éviter la production des
acides en exces sans passage vers la phase solvantogene. 1 est important de confirmer si

ce comportement se présente aussi dans la fermentation [BE.
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3.2.2 Consommation du glucose et production de butanol

Hypothese 2 : Le contréle du pH favorise la consommation du glucose ainsi que la

production de butanol.

Pendant la phase acidogéne, la formation rapide des acides acétique et butyrique entraine
une diminution du pH. La phase solvantogene commence lorsque le pH atteint un point
critique, au-dela duquel les acides sont réassimilés et des solvants sont produits. Pour cette
raison, un pH bas est possiblement une condition nécessaire pour la production de
solvants, tandis qu'une stratégie de contréle du pH appropriée est la clé¢ d'une production

de biobutanol stable et efficace. Différentes stratégies sont envisagées a cette fin.
Hypothese 3: L'ajout de butyrate au milieu de culture améliore la production de butanol.

L’amélioration de la production de butanol est associée aux forces métaboliques du cycle
de formation et ré assimilation du butyrate. [.’ajout de butyrate extracellulaire modifierait
les profils, les forces et méme les directions des réactions présentes dans ce cycle de la

bactérie C. beijerinckii DSM 6423.

Hypothese 4 : Dans un milieu semi-synthétique contenant un mélange des sucres
similaires aux sucres du bois de bouleau jaune, la bactérie C. beijerinckii DSM 6423 aura

une préférence pour consommer le glucose.

Le glucose et la xylose sont les sucres les plus abondants dans les hydrolysats de la
biomasse lignocellulosique. Cependant, la fermentation de la xylose est limitée par la

préférence des micro-organismes pour le glucose comme source de carbone et d'énergie.

3.2.3 La tige de mais en tant que source de sucres fermentables

Hypothese 5 : La tige de mais prétraitée et hydrolysée, comme source de sucres
fermentables dans un milieu de culture, permet la croissance de la bactérie

C. beijerinckii DSM 6423.

La tige de mais est une source intéressante de cellulose, qui aprés une hydrolyse

enzymatique, peut étre utilisée par la bactérie C. beijerinckii DSM 6423 comme source de
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carbone. Cependant, la croissance de cette bactérie peut étre affectée par la présence des
¢léments toxiques générés pendant le prétraitement. [l est nécessaire de comparer la
croissance de cette bactérie dans un milieu synthétique et dans un milieu contenant

’hydrolysat.

3.3  Objectifs

Afin d'atteindre le but du projet et de vérifier les hypotheses, les objectifs suivants sont

proposés:

e Ftudier la production de butanol avec une souche IBE de référence dans un milieu
semi-synthétique.

e Analyser le comportement de la souche IBE en présence de glucose ou d’un mélange
de sucres similaire aux sucres présents dans le bois de bouleau jaune.

e Produire un hydrolysat a partir de la tige de mats prétraitée.

e Utiliser ’hydrolysat de la tige de mais comme source de carbone bon marché pour la
fermentation IBE.

e Evaluer la production de biobutanol avec une souche IBE dans un milieu complexe et

alternatif contenant I’hydrolysat obtenu a partir la tige de mais.

L'originalité de ce projet réside dans le fait que la fermentation IBE sera étudiée avec une
perspective différente de celle présentée dans les rares travaux disponibles. Par exemple,
chercher a comprendre pourquoi la consommation de glucose est limitée et I'impact du pH
sur la fermentation a travers différentes stratégies et pas simplement d'imiter ce qui a été
fait avec la fermentation ABE. De plus, le comportement de la bactérie
C. beijerinckii DSM 6423 sera étudié en présence d'un mélange de sucres et dans un milieu
de culture alternatif et complexe, puisque la plupart des études disponibles n'ayant été

réalisées qu'avec le glucose comme source de carbone.



31

Chapitre 4 - Matériels et méthodes

4.1 Fermentations IBE avec la souche de référence

4.1.1 Souche de référence Clostridium beijerinckii DSM 6423

La bactérie C. beijerickii DSM 6423 a été fournie par « German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures » et son activation a €té effectuée selon le protocole

décrit par le fournisseur.

4.1.2 Milieu de préculture et de fermentation

Le milieu TYA a été choisi pour conduire la préculture et les fermentations. La

composition et la préparation du milieu sont décrites dans I’annexe A. 1.

4.1.3 Préculture

La préparation et ’inoculation de la préculture ont été effectuées a I'intérieur d’une
chambre anaérobie avec atmosphére controlée (modele 855-AC, Plas-Labs, Inc). La
chambre était dotée d’une unité de chauffage et un cartouche contenant un catalyseur au
palladium. Pour son fonctionnement, elle devrait étre purgée avec un mélange de gaz :
85 % N2, 10 % Ha et 5 % CO». Apres la purge et pour confirmer I’absence d’oxygene, une
lecture avec un analyseur d’oxygene (CheckPoint O2/CO», Dansensor) a €té faite. La
température a I’intérieur de la chambre a été fixée a 35 °C et la technique Hungate a été
utilisée pour purger les seringues avec le gaz sans oxygene, avant de procéder a tout

prélevement.

Dans une bouteille sérum de 500 ml contenant le milieu TYA, 20 ml d’une solution de
glucose 600 g/L ont ét¢ ajoutés pour avoir une concentration initiale de 60 g/L. 1,5 ml de
la souche C. beijerinckii DSM 6423 préservée a -80 °C, déja dégelée, ont été inoculés.
Pour garantir ’homogénéisation du milieu, une agitation manuelle a été effectuée, avant

de faire le prélévement correspondant au t =0 h.
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Dans le cas d’une fermentation avec le mélange de sucres, la solution de glucose a
600 g/L a été remplacée par un mélange de sucres : glucose 400 g/L, xylose 170 g/L,
mannose 31 g/L, galactose 8 g/L et arabinose 5 g/L. pour simuler la composition en sucres

du bois de bouleau jaune (Benali et al., 2019).

La bouteille est placée a I’intérieur d’une jarre anaérobie (Oxoid, Thermo Fisher
Scientific) de 2,5 L. de capacité avec un sachet générateur de gaz (GasPak, BD) et un
indicateur d’absence d’oxygene. Finalement, la jarre est placée dans un agitateur orbital
(MaxQ 4000, Thermo Scientific) avec une agitation de 150 tr/min et une température de

35°C.

Apres avoir complété une étude de croissance sur la préculture, le temps choisi pour faire
I’inoculation des fermentations était de 24 h, car les bactéries se trouvent dans la phase de

croissance. Le pH initial de la préculture est généralement autour de 6,8 £ 0,1.

4.1.4 Fermentations
4.1.4.1 Fermentations sans contrdle de pH

La procédure a été similaire a celle de la préculture, jusqu’au moment de I’inoculation : 2
ml (1 % v/v) de la préculture agée de 24 h ont été inoculés dans le milieu, suivi d’une

homogénéisation manuelle avant de faire le prélevement au début (t = 0 h).

La bouteille a ét¢ mise a ’intérieur d’un jar anaérobie comme celui de la préculture avec
le méme type de sachet générateur de gaz et le méme indicateur, pour finalement étre
placée dans I’agitateur orbital décrit ci-dessus, avec une agitation de 150 tr/min et une

température de 35 °C.

Les prélevements ont été faits aux temps de 0 h,4 h, 24 h, 28 h, 48 h, 72 h, 96 h, 144 h ou

selon le besoin, sans dépasser le 10% du volume de travail.

Le pH initial des fermentations a varié selon les expériences.
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4.1.4.2 Fermentations avec controle de pH

Ces fermentations ont été réalisées dans un réacteur (BioFlo 110, New Brunswick) avec

un volume de travail de 1 L et en utilisant NaOH IN et H2SO4 1IN pour contrdler le pH.

D’abord, le milieu TYA était chaufté¢ a 35 °C pendant 30 minutes avant de faire le
calibrage de la sonde d’oxygéne. Une fois le calibrage fait, I’azote de haute pureté a été
barboté pendant 1 h avec un débit de 1 cm*/min. Avant cela, 100 ml d’une solution de

glucose 600 g/L ont été ajoutés, suivi de 20 ml de la préculture agée de 24 h.

Le controle du pH a commencé une fois que la fermentation est passée de la phase
acidogene a la phase solvantogene, c’est-a-dire quand le pH du milieu a arrété de diminuer

pour commencer a augmenter tranquillement.

Pour garantir |’absence d’oxygene, I’azote de haute pureté a été barboté avec un débit de

I em*/min pendant toute la durée de la fermentation

4.1.5 Suivi de la croissance bactérienne

Pour évaluer la croissance bactérienne, la densité optique a été utilis€e et mesurée a

600 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV (UV-Vis, Shimadzu).

Apres le prélevement, I’échantillon a €té séparé en deux : la partie utilisée pour le blanc
ou le diluant a été centrifugé a 10000 tr/min pendant 5 minutes
(IEC-CL31R multivitesse, Thermo). Le restant a servi pour mesurer la densité optique.
Une fois la lecture faite, I’échantillon a été récupéré et centrifugé a nouveau pour les

analyses HPLC et GC.

4.1.6 Mesure de pH

Pour les fermentations dans les bouteilles sérum, le pH a été mesuré a chaque prélevement
a I’aide d’un pH-metre (Accumet AB150, Fisher Scientific) avant la lecture de la densité

optique.
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Pour les fermentations avec contréle de pH, les valeurs de pH ont été enregistrées a I’aide

d’un enregistreur de données (GL820, GraphTech).

4.1.7 Méthodes analytiques
4.1.7.1 Chromatographie en phase liquide 2 haute performance

Les concentrations de sucres monomeres, acide acétique, butanol et €thanol, ont ét¢
mesurées a l'aide d'un chromatographe en phase liquide a haute performance
(LC-10AT vp, Shimadzu). Les conditions de chromatographie utilisées pour analyser les

différents analytes sont regroupées dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1 Conditions de la chromatographie en phase liquide 4 haute performance

Phase mobile 0,005 M H2SO4

_Colonne Aminex HPX-87H 300 x 7.8 mm + colonne de garde
Carbo H

Détecteur n Indice de réfraction a 55 °C

Température colonne 65°C - -

Volume d’injection 20p

Débit ' 0,6 ml/min - -

Temps d’analyse - o 60 minutes

Les échantillons analysés ont été dilués dans 1’eau milli-Q.
4.1.7.2 Chromatographie en phase gazeuse

Les concentrations d'acides organiques et de solvants ont ét¢ mesurées a l'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse CP-3800 de Varian (Canada). Les conditions
chromatographiques utilisées pour analyser le butanol, I’éthanol, ’acétone, I’isopropanol,

I’acide acétique et I’acide butyrique sont regroupées dans le tableau 4.2.
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Tableau 4.2 Conditions de la chromatographie en phase gazeuse

Colonne ZB-WAX 30m x 0.25 mm, 0.25pm
Température injecteur 225°C
Débit hélium 5 ml/min

40 °C pendant 3 min

140 °C a 20°C/min
Gradient de température

220 °C a 60°C/min

220 °C pendant 5 min

Temps analyse 14,33 minutes

Détecteur FID 4 300 °C

Volume d’injection_ 0,3 ul

Deux standards internes (dioxane et I’acide isobutyrique) ont €té ajoutés aux échantillons
afin de corriger I’erreur du volume d’injection. Le standard interne de dioxane a permis
de doser les solvants, tandis que le standard d’acide isobutyrique a permis de doser les

acides organiques.

Pour la préparation des échantillons, deux dosages ont été utilis€s: 1) 0,2 ml de
I’échantillon, 0,2 ml de standard interne et complété a 2 ml avec H2POs (1 % V/V)
(FD=10X); ii) 0,4 ml de I’échantillon, 0,2 ml de standard interne, complété a 2 ml avec

H2PO4 (1 % V/V) (D=5X).

4.1.8 Série de fermentations

Différentes fermentations ont été effectuées dans le but de mieux comprendre le
comportement de la souche et aussi d’améliorer le rendement. Le tableau 4.3 montre les

expériences réalisées.
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Tableau 4.3 Séries de fermentations avec la souche C. beijerinckii DSM 6423

Sucre Concentration pH
Série Fermentations But
initiale initial
FI-F2 20 g/L 6.8 Identifier la
Glucose concentration en
1 F3-F4 40 g/L 6,8 .
glucose avec le meilleur
F5-F6 60 g/L 6,8 rendement en butanol
Glucose Favoriser la B
Cl 60 g/L 0,8 consommation totale de
2 F7-F9 60 g/L 5,0 glucose : Contrdle, pH
F9-F10 60 g/L 5,5 initial 5 ou tampon
acétate pH 5
Glucose - Favoriser la
o 60 o/L. 65 consommation totale de
3 glucose : Contrdle et
FI1-FI2-F13 60 g/L 6,5 .
ajout de 60 mM de
butyrate de sodium
S Glucose o ' R Favoriser la
3 60 g/ 6.6 consommation totale de
glucose : Controle et
F14-F15-F16 60 g/L 6,6 .
ajout de 5 g/L de
CaCO;
Glucose Favoriser la N
C4 60 g/L 6,6 consommation totale de
F17-F18 60 g/L 6,6 glucose : Contréle du
pHas5,5
R MéTlange de sucres ;. N
Glucose 40 g/L Observer le
Xylose 17 g/L comportement de la
6 F19-F20-F21 6,8
Mannose 3¢g/L souche en présence d’un
Arabinose 0,50 ¢/L mélange de sucres

Galactose 0,8 g/L
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4.2 Substrat agricole

Le substrat agricole utilisé pour les fermentations avec la souche de référence a été la tige
de mais prétraitée fournie par la Chaire de recherche industrielle en environnement et
biotechnologie de I’'UQTR. Cette tige provient de la ferme Olivier Lépine a St-Alexis-de-
Montcalm dans la région de Lanaudiére (Québec, Canada). Le prétraitement consistait en
une cuisson a I’eau chaude a 180 “C pendant | h, suivi d’une hydrolyse alcaline avec

I’hydroxyde de sodium (NaOH) a 5% (Duquette et al., 2013).

4.2.1 Hydrolyse enzymatique

La tige de mais prétraitée a €t€¢ soumise a une hydrolyse enzymatique en utilisant le
cocktail d’enzymes Cellic CTec2 avec une activité enzymatique de 190 FPU/ml
(Adney et al., 1996). L’hydrolyse a été effectuée dans des erlenmeyers de 500 ml a 50 °C
et a un pH de 4,85, en utilisant une solution tampon 50 mM d’acide acétique — acétate de
sodium, avec une agitation de 200 tr/min pendant 87 h. Du polyéthyléne glycol 4000
(PEG 4000) a été ajouté comme tensioactif a une dose de 0,05 g/g de mais prétraité pour
ameliorer I’hydrolyse de la cellulose. Les charges de solides et d’enzymes étaient de
15% (p/p) et de 75 FPU/g de cellulose, respectivement. Les surnageants ont été
centrifugés a 10000 tr/min plusieurs fois pour €liminer les déchets solides et pasteurisés a

90 °C pendant 10 minutes.

4.2.2 Fermentations

La souche commerciale C. beijerinckii DSM 6423 a été utilisée pour la conduite des

fermentations.
4.2.2.1 Préculture

La préparation et I’inoculation de la préculture ont été identiques a celles utilis€es pour
les fermentations avec le glucose et le mélange de sucres, mais avec une concentration en

glucose de 40 g/L.
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4.2.2.2 Fermentations avec I’hydrolysat

Quarante-sept millilitres de I’hydrolysat pasteurisé ont été ajoutés dans une bouteille
sérum de 250 ml contenant 52 ml du milieu TYA, pour avoir une concentration initiale en
glucose de 40 g/L.. 1 ml (1 % v/v) de la préculture dgée de 24 h a ét€ inoculé dans le milieu,

suivi par une homogénéisation manuelle avant de procéder au prélevement a

t=0h.

La  bouteille a ¢ét¢ placée & Uintérieur d’une  jarre  anaérobie
(Oxoid, Thermo Fisher Scientific) de 2,5 L de capacité avec un sachet générateur de gaz
(GasPak, BD) et un indicateur d’absence d’oxygene. Finalement, le jar a été placé dans
un agitateur orbital (MaxQ 4000, Thermo Scientific) avec une agitation de 150 tr/min et

une température de 35 °C.

Les prélevements aux temps de O h, 24 h, 47 h, 71 h, et 144 h ont été faits, sans dépasser

le 10 % du volume de travail. Le pH n’a pas été contrdlé.

Les méthodes pour le suivi de croissance, du pH et des solvants ont été identiques a celles

décrites aux points 3.1.5, 3.1.6 et 3.1.7.
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Chapitre 5 - Résultats

5.1 FEtude de la fermentation IBE

Vu que trés peu de recherches se sont intéressées a la fermentation IBE, les travaux se
sont concentrés sur [’identification des principaux paramétres afin d’étudier la
fermentation IBE en utilisant la souche C. beijerinckii DSM 6423. C’est ainsi que
plusieurs parameétres ont €t€ considérés : concentration initiale en glucose, contréle du pH,
ajouts du butyrate de sodium ou du carbonate de calcium, utilisation d’un mélange de

sucres synthétiques, etc.

5.1.1 Différentes concentrations de glucose

Le but de cette premiere série de fermentations a ¢été¢ d’identifier la concentration en
glucose offrant le meilleur rendement en butanol et de commencer a identifier, a quel
moment, commence la formation des solvants et des acides. Trois concentrations de

glucose ont été testées, chacune en duplicata:

e 20g/L(FletF2),
o 40 g/L (F3 et F4),
e 60 g/L (F5 et F6).

Les figure 5.1 a 5.4 montrent les profils pour la consommation de glucose, la production
et le rendement du butanol et isopropanol, tandis que la figure 5.5 montre la variation de
pH au cours des fermentations. Les valeurs d’€thanol n’ont pas €té présentées pour aucune
série, car les concentrations étaient si faibles et proches a la limite inférieure de détection

(0,1 g/L), rendant leur lecture incertaine et inexploitable.
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Figure 5.1 Consommation de glucose pour diftérentes concentrations initiales
FletF2:20g/LL F3etF4:40g/L F5etF6:60¢g/L
Production de butanol
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Figure 5.2 Production de butanol pour différentes concentrations initiales de glucose.

FletF2:20 g/l F3etF4:40¢g/LL FSetF6:60g/L
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Figure 5.3 Production d’isopropanol pour différentes concentrations initiales de glucose.

FletF2:20g/LL F3etF4:40¢g/L F5etF6:60¢g/L

Rendement
(g solvants/g glucose consommsés)
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0,3
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Rendement

EBuOH 11PA

Fermentations

Figure 5.4 Rendement IB pour différentes concentrations initiales de glucose.

FletF2:20 g/l F3etF4:40g/L F5etF6: 60 g/L
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Figure 5.5 Variation du pH avec différentes concentrations initiales de glucose

FletF2:20 g/L F3etF4:40g/L F5et F6: 60 g/L

Pour cette premiére série de fermentations, le glucose a été completement consommé
apres 144 h, seulement pour les expériences ayant une concentration initiale de 20 g/L.
Pour celles d’une concentration de 40 g/L., la consommation a été presque compléete
(97 % et 87 %), tandis que pour les concentrations initiales plus élevées (60 g/L), la

consommation en glucose n’a été que de 54 % et 58 %, respectivement.

Entre 72 h et 144 h, la consommation de glucose pour les fermentations a 60 g/LL a
quasiment arrété, mais un comportement différent a ét€ observé pour les fermentations a
40 g/L, puisque pendant cette période, la consommation a continué, spécialement pour la

fermentation F3.

A partir de 27 h, il y a eu un incrément du pH dans le milieu, un indicateur que les acides
ont commence€ a €tre transformés en solvants. Le rendement en butanol plus élevé a été
obtenu dans la fermentation F6 a 72 h (0,225 g BuOH/g glucose consommé), méme si le
glucose n’a pas €t¢ consommeé completement. D’autre part, le comportement de la
fermentation F3 qui montre un pH plus bas et un rendement similaire peut suggérer qu’un

pH d’environ 5,4 peut aider a [’assimilation de glucose.



43

Le tableau 5.1 regroupe les résultats de toutes les fermentations a 72 h, moment ou le
rendement en butanol a €t€ le plus élevé et le tableau 5.2 regroupe les résultats a 144 h,

fin de la fermentation.

Tableau 5.1 Résultats de fermentations avec différentes concentrations de glucose a 72 h

Fermentation F1 F2 F3 F4 FS Fé
Glucose initial (g/L) 20,61 0,13 20,60 + 0,25 41,00 + 0,37 40,78 = 0,01 56,77 £ 0,26 55,93 +£0,73
Glucose restant (g/L) 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 14,20+ 0,10 8,64 = 0,59 28,88 £ 0,54 26,44 + 0,44

Consommation
100% 100% 65% 79% 49% 53%
glucose (%)
BuOH (g/L) 3,83+ 0,01 3,72 + 0,06 5,23 +£0,06 6,52+0,23 6,26+ 0,14 5,96 £ 0,08
1PA (g/L) 2,36+ 0,00 2,41 +0,00 2,68 0,06 4.02+0,01 3,36+0,07 3,51+£0,08
Rendement BuOH
@ 0,186 £0,002 0,180+£0,005 0,195+£0,004 0,215+0,004 0,225+0,012 0,202 +0,005
g/g)*
Rendement IPA
0,115+£0,000 0.117+£0,001 0,100+0,001 0,125+0,001 0,121 £0,006 0,119 +0,002
(g/g)®
Rendement IB
0,300 £ 0,002 0,297 +0,007 0,295+0,005 0,340+ 0,005 0,345+0,018 0,321 £ 0,007

(gg) "

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g [PA/g de glucose consommeé, c. (g BUOH + g IPA)/g de glucose

consomme

Tableau 5.2 Résultats de fermentations avec différentes concentrations de glucose a 144 h

(g/e)©

F3 F4

F5

Fermentation F1 F2 Fé6
Glucose initial (g/L) 20,61 0,13 20,60 + 0,25 41,00 0,37 40,78 £ 0,01 56,77 £ 0,26 55,93+£0,73
Glucose final (g/L) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 + + b +
Consommation
100% 100% 97% 87% 55% 58%
glucose (%)
BuOH (g/L) 3,83+0,08 3,58 + 0,00 7.82+0,16 6,28 + 0,54 6,44 + 0,06 6,41 +0,05
IPA (g/L) 2,44 + 0,01 2,42 + 0,00 457+0,10 372+0.32 347 £0,34 4,16 +0,13
Rendement BuOH )
0,186 0,005 0,175+£0,000 0,196+0,002 0,177+0,015 0,207 + 0,001 0,197 £ 0,005
(g/8)"
Rendement IPA 0,115+ 0,001 0,105+0,009 0,111£0,01t 0,128 £ 0,006
0,118 0,001 0,119+ 0,008
(ge)®
Rendement IB 0,311 0,004 0,282+0024 0318+0,012 0325+0,012
0,304 = 0,006 0,294 + 0,008

b. ¢ BuOH/g de glucose consommé, b. g [PA/g de glucose consommeé, c. (g BuOH + g IPA)/g de glucose

consommeé
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5.1.2 Fermentations avec pH initial 5 et tampon acétate pH 5

D’apres les résultats obtenus lors de la termentation F6, ou le meilleur rendement en
butanol a été obtenu a une concentration initiale de 60 g/L. de glucose avec seulement une
consommation de 58 % et le profil de consommation de glucose observé pendant la
fermentation F3, quand le pH du milieu avait une valeur entre 5-5,5, un pH dans cette
plage a été testé pour vérifier s’il aiderait a la consommation de glucose tout en maintenant
le méme rendement en butanol. A cet effet, des essais avec un pH initial de 5 (F7 et F8)

et I’utilisation d’un tampon acétate avec un pH 5 (F9 et F10) ont ét€ réalisés.

Un contrdle (C1) a été également effectué avec les mémes paramétres que la fermentation

F6 : concentration de glucose 60 g/L et pH initial de 6,8.

Les figure 5.6 a 5.9 présentent la consommation de glucose, la formation et le rendement

du butanol et I’isopropanol. La variation du pH peut étre observée sur la figure 5.10.

Consommation de glucose

-o— (| —a—F7 + F8 —o—F[9 —o—F10

Glucose (g/L)

0 25 50 75 100 125 150
Temps (h)

Figure 5.6 Consommation de glucose du contréle et les fermentations avec un pH initial 5 et tampon
acétate.

C1 : Contréle F7 et F8 : pH initial 5 F9 et F10 : tampon acétate 5
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Butanol (g/L)
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Figure 5.7 Production de butanol pour le contrdle et les fermentations avec un pH initial 5 et tampon

acétate.
Cl:Contrdle  F7etF8:pH initial 5 F9 et F10 : tampon acétate 5
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Figure 5.8 Production d’isopropanol pour le contréle et les fermentations avec un pH initial 5 et tampon

Cl : Controle

acétate.

F7 et F8 : pH initial 5 F9 et F10 : tampon acétate 5
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Figure 5.9 Rendement IB pour le contrdle et les fermentations avec un pH initial 5 et tampon acétate.

Cl : Contrble F7 et F8 : pH initial 5 F9 et F10 : tampon acétate 5
pH
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Figure 5.10 Variation du pH pour le contrdle et les fermentations avec un pH initial 5 et tampon acétate.

CI : Contréle

F7 et F8 : pH initial 5

F9 et F10 : tampon acétate 5
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Au niveau de la consommation de glucose, Cl a consommé seulement 55 % de la
concentration disponible, une wvaleur similaire aux expériences F5 et F6. Ce
comportement €tait prévisible, car les conditions étaient identiques. En général et aprés
144 h, aucune fermentation n’a consommé complétement le glucose, avec des taux de
consommation variant entre 52 % et 61 %. Pour les fermentations F9 et F10, la
consommation s’est arrétée a partir de 72 h, tandis que les expériences F7 et F8 ont
continué a consommer, méme si cela ne s’est pas fait avec la méme vitesse qu’au début
des fermentations. Le pourcentage de consommation est passé de 0,58 %/h et 0,69 %/h a

seulement 0,15 %/h et 0,13 %/h, respectivement.

Par rapport aux solvants, la production a été observée a partir de 24 h, sauf pour la

fermentation F10, qui a commencé a 48 h.

Les résultats obtenus ont démontré que les conditions d’un pH initial de 5 ou ’utilisation
d’un tampon acétate de sodium 50 mM avec pH 5 n’ont pas favorisé la consommation
complete du glucose. Cependant, ces conditions ont eu un impact dans la production du
butanol, vu qu’une concentration proche de 6 g/L a €té obtenue 4 48 h en comparaison a

la fermentation F6, ou cette concentration de 6 g/L. n’a €été atteinte qu’apres 72 h.

En ce qui concerne le rendement en butanol, la valeur la plus élevée
(0,245 g BuOH/g glucose consommé) a été observee dans la fermentation 7 & 72 h, un
incrément de 8,8 % par rapport a celui de la fermentation F6. Parallélement, le rendement
plus haut en isopropanol (0,157 g IPA/g glucose consommé) a été obtenu avec
I’expérience F9 a 72 h. La présence d’acétate dans le milieu et un pH entre 5 et 5,5 semble

favoriser la production d’isopropanol.

Quant au pH, la variation entre les fermentations dans Jes mémes conditions n’a pas été
similaire (voir 5.10). Pour les fermentations F7 et '8, avec un pH initial de 5, des valeurs
de pH supérieures a celles initiales ont été trouvées a partir de 27 h. Une diminution de
pH a partir de 72 h a été remarquée, phénomeéne qu’a €t€ observe aussi dans le contrdle.

Pour les fermentations F9 et F10 qui contiennent le tampon acétate, le pH a augmente



48

jusqu’a une valeur de 6,82 et 6,78, en sachant que le but était de le garder une valeur

autour de 5 —5,5. Le pH est resté relativement stable a partir de 48 h.

Au niveau de la croissance, la fermentation F7 a pris plus de temps a démarrer que la
fermentation F8, mais a partir de 48 h, la densité optique pour les deux, était similaire. Par
contre, entre F9 et F10, les différences sont plus importantes. La fermentation F9 a
commencé a croitre & partir de 24 h, tandis que F10 a commencé sa croissance, seulement
a partir 48 h. Les valeurs du pH mesurées pendant les prélevements ont permis de voir
’impact des différences dans la croissance. Si la valeur de pH mesurée pendant les
vingt-sept premieres heures est comparée entre F7 et F8, F7 a eu un pH inférieur (5,20),
c'est-a-dire, la souche produisait des acides, tandis que F8 a eu une valeur du pH plus
¢levée (5,85) dans cette méme période de temps, ceci €tant un indicateur que la souche
¢tait déja en phase de solvantogenese et elle se trouvait déja dans la phase stationnaire au
lieu de la phase de croissance ou la phase de ralentissement. Une situation identique a €té
observée entre F9 et F10, la fermentation avec un pH inférieur (F10) a eu une croissance
inférieure durant les quarante-huit premieres heures, pendant que les valeurs de pH pour
F9 ont commencé a croitre a partir de 23 h. Le controle a eu le comportement attendu,
avec la phase acidogeéne pendant les vingt-quatre premieres heures suivi du changement

vers la phase solvantogene.

Le “tableau 5.3 montre les résultats des fermentations a 72 h, moment ou le meilleur

rendement en butanol a été obtenu.
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Tableau 5.3 Résultats des fermentations avec pH initial de 5 et tampon acétate pH 54 72 h

Fermentation Cl1 F7 F8 F9 F10

Glucose (g/L) 58,04 £ 1,12 57,13+0,16 56,87+ 0,59 57,64 = 1,41 58,30+ 0,18

BuOH (g/L) 5,23+0,25 5,88 £ 0,06 5,92 £ 0,00 6,85+ 0,09 5,95+0,18
IPA (g/L) 3,01 £0,11 3,09+ 0,01 3,68 £ 0,00 5,42+ 0,06 426+0,21
Rendement

BuOH 0,173+ 0,021 0,245+ 0,006 0210+0,016 0,198+0,016 0,200+0,017
(ge)*

Rendement

IPA 0,099 0,011  0,129+0,002 0,130+ 0,009 0,157+£0,009 0,143 £0,015
(g/g)
Rendement
IB 0,272+0,033 0,374 + 0,008 0,340+0,025 0,354+0,025 0,343+ 0,032
(/)¢

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g IPA/g de glucose consommeé, c. (g BuOH + g IPA)/g de glucose
consommeé

5.1.3 Fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)

Contrairement aux recherches sur l'impact de I'ajout de butyrate sur les fermentations
ABE, il existe trées peu de littérature de son effet sur les fermentations
IBE (Zhang et al., 2018; Avila et al., 2018). Des études ont été effectuées a ce sujet avec
la bactérie ABE, C. beijerinckii NCIMB 8052 (Lee et al., 2008), et ils ont €tabli que grace
au butyrate, une augmentation de la production de butanol a été observée. Cela est
possiblement di & une capacité tampon accrue du milieu induit par le butyrate, ce qui
aiderait la croissance de la culture tout en empéchant les conditions extrémement acides.
Pour cette raison, 60 mM de butyrate de sodium ont été ajoutés au milieu TYA, une
concentration déja utilisée avec une souche IBE isolée. Cette série comprend un contrdle
sans butyrate (C2), mais avec la méme concentration de glucose (60 g/L). L’expérience

avec ajout de butyrate a été réalisée en triplicata (F11, F12 et F13).
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Les figures 5.11 a 5.14 présentent les profils de la consommation de glucose, la production

et le rendement en butanol et isopropanol. Les valeurs pour la fermentation F13 a 72 h ne

sont pas disponibles.

Consommation de glucose
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Figure 5.11 Consommation de glucose pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)

C2 : Contréle Fl1, F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Figure 5.12 Production de butanol pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)

C2 : Controle F11,F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Isopropanol (g/L)
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Figure 5.13 Production d’isopropanol pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)

C2 : Controle F11, F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Figure 5.14 Rendement IB pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)

C2 : Controle F11, F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Selon les résultats obtenus, I’ajout de butyrate n’a pas aidé a consommer plus de glucose,
mais a aidé a produire plus rapidement le butanol. En effet, aprés 48 h, la concentration
en butanol dans les fermentations F11, F12 et F13 était de 6,78 g/L, 6,53 g/L et 6,82 g/L
respectivement, en comparaison avec le contrdle C2 dont la concentration n’était que de
5,55 g/L. De plus, il faut noter qu’apres 48 h, il n’y a pas eu une augmentation significative
de production de butanol dans aucune des fermentations, mais plutdt une stagnation voire

une diminution.

Cette production plus rapide de butanol indique que I’addition de butyrate a permis
d’atteindre plus rapidement la concentration d’acide butyrique nécessaire pour passer de
la phase acide a la phase de production de solvants. Par conséquent, il faut identifier a
quelle concentration d’acide butyrique commence le changement. Cela peut se faire en
tenant compte la valeur du pH, car cette derniere détermine la concentration d’acide
butyrique non dissoci¢, un parametre de grande importance pour la production de

butanol (Richter et al., 2012).

Le rendement en butanol plus élevé a €t€ obtenu a 48 h pour les fermentations avec ajout
de butyrate et a été supérieur a celui du contréle. Ainsi, le rendement est passé de
0,221 g BuOH/g glucose consommé (sans butyrate) a 0,308 g BuOH/g glucose consommé

(avec ajout de butyrate), ce qui correspond a une augmentation de 39 %.

Toutefois, il est a noter qu'il s'agit d'un rendement surement surestimé, car le fait de ne pas
avoir consommé plus de glucose signifie que la plupart de butanol provient de l'acide

ajouté et non de celui produit par les bactéries.

A partir de cette série, les concentrations d’acide acétique et d’acide butyrique du milieu
ont été mesurées. Les figures 5.15 a 5.17 montrent la variation de pH et les concentrations

des acides organiques (acétique et butyrique) pendant les fermentations
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Figure 5.15 Variation du pH des fermentations avec butyrate de sodium (60 mM)
C2 : Contréle FIl, F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Figure 5.16 Concentration d'acide acétique pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM).

C2 : Controle F11, FI2, F13 : fermentations avec butyrate de sodium
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Acide butyrique
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Figure 5.17. Concentration d'acide butyrique pour les fermentations avec butyrate de sodium (60 mM).

C2 : Controle F11, F12, F13 : fermentations avec butyrate de sodium

[1 peut étre observé que le butyrate a contribu¢ a maintenir un niveau plus élevé d’acide
acétique dans le milieu par rapport au témoin C2, mais cela n’a pas entrain€ une
augmentation de la production d’isopropanol. En ce qui concerne ’acide butyrique, la
majeure partie de I’acide ajouté a été consommeée, avec une augmentation incrémentale de
la production apres 72 h, contrairement au contrdle ou, a partir de 72 h, sa production a

arrété. Le tableau 5.4 compile les résultats des fermentations avec butyrate a 48 h.



Tableau 5.4. Résultats des fermentations avec butyrate (60 mM) a 48 h

Fermentation C2 F11 F12 F13
Glucose (g/L) 60,50+ 2,28 59,30 +£ 1,45 59,14+ 0,70 59,89 + 0,05
Consommation glucose 41% 36% 33% 43%
BuOH (g/L) 5,55+0,20 6,78 £ 0,10 6,53 £ 0,07 6,82 £ 0,15
IPA (g/L) 3,07+ 0,00 2,71 £0,04 2,47 £ 0,04 3,26 £ 0,09
Acide acétique (mM) 6,91 £ 0,06 48,02 + 0,08 51,70 £ 0,15 49,76 £ 0,13
Acide butyrique (mM) 8,72 £ 0,09 3,81 £0,00 4,88 + 0,03 7,03 +£0,02
Rendement BuOH
0,221 £ 0,009 0,320 £ 0,042 0,338 £ 0,031 0,266 £ 0,020
(g/®)°*
Rendement IPA
, 0,122 + 0,009 0,128 £0,017 0,127 £ 0,002 0,127 £ 0,010
(8/g)
Rendement IB
@) 0,344 £ 0,018 0,448 £ 0,058 0,465 £ 0,034 0,394 £ 0,031
g/g) ¢

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g IPA/g de glucose consommeé, c. (g BUOH + g IPA)/g de glucose
consommeé

5.1.4 Fermentations avec 5 g/L. de carbonate de calcium (CaCOQOs)

Lors de la fermentation ABE, des coenzymes telles que NADH et NADPH, jouent un rdle
essentiel dans la croissance cellulaire et [a synthése des produits métaboliques. Pour la
fermentation IBE, plus de NADPH sera nécessaire, car I’enzyme alcool déshydrogénase
secondaire (s-ADH), utilisée pour la transformation de I’acétone en isopropanol, est une
enzyme dépendante du NADPH. Selon les études faites par Wang et al, apres
l'introduction réussie de 'alcool déshydrogénase secondaire dans C. acetobutylicum XY1,
4 et 2 mols de NADH sont nécessaires pour la génération de | mol de butanol et d'éthanol,
respectivement. Pendant ce temps, | mol de NADPH est €galement consommé pour la
production de 1 mol d'isopropanol. Le besoin d’une quantité¢ importante du pouvoir
réducteur du NADPH, peut générer une perturbation des cofacteurs. Cette perturbation
produit une régénération inefficace du NADPH, qui pourrait réduire la croissance

cellulaire et la production de solvants.
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D’autre part, le NADPH peut étre généré a partir du NADP+ étant le NADK la seule
enzyme capable de catalyser la production du NADP+ a partir du NAD+. Il a ét€ signalé
que le NADK peut étre activé par les 1ons de calcium. C’est pour cela qu’il est nécessaire
d’augmenter son niveau intracellulaire par I’ajout du carbonate de calcium dans le milieu

de culture, qui aide en méme temps ’ajustement du pH (Wang et al., 2018).

Cette série a pour objectif d’observer ’acide butyrique dans des expériences avec controle
de pH et amélioration de la consommation de glucose. La valeur de 5 g/L de CaCOs a été
choisie, car cette concentration a ¢té déja utilisée avec une souche IBE isolée
(Zhang et al., 2018). Les expériences faites pour cette s€rie ont utilis€¢ 60 g/L de glucose
et comprennent un contréle sans CaCO3 (C3) et une fermentation en triplicata avec 5 g/L
de CaCOs (F14,F15et F16). Les figures 5.18 a 5.21 montrent les profils de consommation
de glucose et la production et les rendements du butanol et isopropanol, tandis que les
figures 5.22 a 5.24 montrent les profils du pH et les concentrations des acides organiques

(acétique et butyrique).
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Figure 5.18 Consommation de glucose pour les fermentations avec CaCO; (5 g/L)

C3:Controle  Fl14, F15 et F16 : Fermentations avec CaCOjs (5 g/L)
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Production de butanol
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Figure 5.19 Production de butanol pour les fermentations avec CaCOs (5 g/L)
C3 : Contrdle F14, F15 et F16 : Fermentations avec CaCOs (5 g/L)
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Figure 5.20 Production d’isopropanol pour les fermentations avec CaCO;s (5 g/L)

C3 : Controle

F14, F15 ET Fi6 : Fermentations avec CaCO3 (5 g/L)



Rendement
0,5 -

] y
04 | BuOH  ®IPA

Rendement
(g solvants/g sucres consomés)

Fermentations

Figure 5.21 . Rendement [B pour les fermentations avec CaCOs (5 g/L)
C3:Contréle  Fi4, F15 ET F16 : Fermentations avec CaCQOj3 (5 g/L)
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Figure 5.22 Variation du pH pour les fermentations avec CaCQOs (5 g/L.)
C3 : Contréle F14, FI15 ET F16 : Fermentations avec CaCQs (5 g/L)
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Figure 5.23 Concentration d’acide acétique pour les fermentations avec CaCO; (5 g/L)

C3:Contréle  Fl14, F15 et F16 : Fermentations avec CaCOs (5 g/L.)
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Figure 5.24 Concentration d’acide butyrique pour les fermentations avec CaCO; (5 g/L)

C3:Contréle  Fl4, FI5 et F16 : Fermentations avec CaCOs (5 g/L)
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Pour connaitre la valeur la plus basse du pH pendant la phase acidogene, les préleévements
a 8 het 12 h ont été ajoutés. Ces derniers ont permis de différencier une phase acidogene
plus prononcée et d’émettre I’hypothese que la valeur du pH peut atteindre de valeurs
proches de 5 avant de commencer la production de solvants, aprés 12 h. Une nouvelle
diminution du pH a été observée dans toutes les fermentations a partir de 48 h et a continué

jusqu’a la fin.

Cette diminution du pH a été observée dans toutes les fermentations faites jusqu’a présent
et cela est probablement 1i€ a 1a formation des acides organiques. La concentration de ces
acides a atteint possiblement des niveaux inhibiteurs qu’empéchent la bactérie de les

transformer en solvants.

L’ajout de CaCOs3 a aidé a maintenir un pH entre 5,47 et 6,12 pendant la phase
solvantogeéne. Par contre, pour C3, cette chute de pH a été plus prononcée, jusqu’a de
valeurs proches de 5. Le CaCOs a aidé aussi & consommer plus de glucose (66 %) en
comparaison aux expériences avec une concentration de 60 g/L : F5 et F6 (54 % et 58%)
et le contrdle C3 (50 %). Néanmoins, le but de consommer complétement le glucose n’a
pas été possible. Le rendement en butanol a été similaire pour les quatre fermentations,
avec la valeur la plus €levée a 48 h. Par contre, il n’y pas eu une amélioration en
comparaison avec les autres expériences. Il ne semble pas non plus que I’ajout de CaCO3

puisse aider a produire plus d’isopropanol.

La production d’acide butyrique a continué apres 48 h pour les fermentations avec CaCOs,
mais jusqu’a des concentrations possiblement inhibitrices pour les transformer en butanol.
Le cas contraire s’applique au contrdle, car la production de 1’acide butyrique a arrété
apres 48 h. L’ajout de CaCO3 a permis de maintenir un pH entre 5,47 et 6,12 malgré une
concentration en acides supérieure a celle du contréle, tandis que le pH de C3 a baissé

jusqu’a presque 5. Le tableau 5.5 compile les résultats des fermentations a 48 h.



Tableau 5.5 Résultats des fermentations avec CaCO; (5 g/LL)a 48 h

Fermentations C3 F14 F15 F16
Glucose (g/L) 5305+0,68  S541+£072  5460£3.63  54.55+0.80
Consommation glucose 49% 60% 59% 57%
BuOH (g/L) 5274016 6.51 40,13 6,57+ 0,24 6,56 + 0,08
IPA (z/L) 2,68 + 0,04 2,71+ 0,04 2,85+ 0,11 281 40,01
Acide acétique (mM) 12,45+ 0,41 14.41 £ 038 1124074 11.62+041
Acide butyrique (mM) 20,11 046  22,020,11 2581 +0,05 1878 +0.71
Re"dez‘g‘fg“;f“o“ 0.201£0,005  0.196=0,003  0205+0011 02110001
Re"d("g';‘g‘;",f IPA 0,10240,002  0,082+0,003 0,089 +0,005 0,090 0,00]
Re"‘(’zg)"?‘ 1B 030340007 02780007  0294+0016  030] 0,002

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g [PA/g de glucose consommeé, ¢. (g BuOH + g IPA)/g de glucose
consommeé

5.1.5 Fermentations avec controle du pH a 5,5

Le contrdle et suivi du pH est un paramétre crucial pour les fermentations, car il affecte
les concentrations des acides organiques non dissociés (Richter et al., 2012). Avec I’ajout
du CaCOs3, qui a permis de contrdler un peu le pH, il a été possible de produire plus d’acide
butyrique et consommer plus de glucose. Un témoin sans controle de pH (C4) et deux
fermentations (F17 et FI18) dont le pH a été maintenu a 5,5 avec NaOH 2N ou H2SO4 2N
ont été réalisées. Les figures 5.25 a4 5.28 montrent les profils de consommation de glucose,

la production et le rendement en butanol et isopropanol.
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Consommation de glucose

70 _| e C4 —e—F17 F18
00 ——3.__
% 40 - T— <z
2 — 3
2 30 A na
&) e
20 A ~—
10 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Temps (h)
Figure 5.26 Consommation de glucose pour les fermentations avec pH contr6lé
C4 : Témoin F17 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé
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Figure 5.25 Production de butanol pour les fermentations avec pH contrélé

C4 : Témoin

F17 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé
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Production d'isopropanol
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Figure 5.27 Production d’isopropanol pour les fermentations avec pH contrdlé
C4 : Témoin F17 et F18 : Fermentations avec pH controlé
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Figure 5.28 Rendement 1B pour les fermentations avec pH contr6lé

C4 : Témoin

F17 et F18 : Fermentations avec pH controlé
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Les figures 5.29 a 5.31 présentent les profils du pH et les concentrations d’acide acétique
et d’acide butyrique pendant les fermentations. Ce profil a permis d’identifier le moment
de transition de la phase acidogéne vers la phase solvantogene. Ce changement s’est
produit vers 13,5 h, quand la valeur minimale de pH était de 5,12 pour la fermentation
F17 et 5,09 pour la fermentation F18. Le contr6le du pH a commencé une heure et demie
(1,5 h) apres le début de la phase de production de solvants, lorsque le pH a atteint une

valeur de 5,5.
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Figure 5.29 Variation du pH pour les fermentations avec pH contrdlé

C4 : Témoin

F17 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé
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Acide acétique
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Figure 5.30 Concentration d'acide acétique pour les fermentations avec pH contrdlé
C4 : Témoin Fi7 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé
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Figure 5.31 Concentration d'acide butyrique pour les fermentations avec pH controlé

C4 : Témoin F17 et FI8 : Fermentations avec pH contrélé
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[l a également été observé que le contrdle du pH a aidé a avoir une production, en continu,
de l'acide acétique et de l'acide butyrique en comparaison au témoin. Cependant, cette
production d’acides n’a pas généré plus de butanol, probablement parce que les

concentrations ont atteint des niveaux toxiques pour le micro-organisme.

Pour la premicre fois, les acides organiques non dissociés ont été calculés (voir
annexe A.2), afin de trouver la concentration qui a permis le passage vers la production
de solvants. Les figures 5.32 et 5.33 montrent le profil des concentrations des acides non
dissociés pendant les fermentations, tandis que le tableau 5.6 présente les concentrations

au moment du changement vers la phase solvantogéne.
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Figure 5.32 Concentration d’acide acétique non dissocié pour les fermentations avec pH controlé

C4 : Témoin F17 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé
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Acide butyrique non dissocié
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Figure 5.33 Concentration d’acide butyrique non dissoci¢ pour les fermentations avec pH controlé

C4 : Témoin F17 et F18 : Fermentations avec pH contrdlé

Tableau 5.6 Concentration des acides organiques non dissociés au moment du changement vers la phase
solvantogene (13,5 h)

Fermentation C4 F17 F18

Acide acétique non dissocié (mM) 3,74 14,21 14,89
Acide butyrique non dissocié¢ (mM) 0,39 3,28 3,51

Selon les résultats, il a été nécessaire d’avoir 3,40 mM d’acide butyrique non dissoci€ pour
commencer a produire de butanol, mais au cours des fermentations, la concentration
d’acide butyrique n’a pas ét¢ adéquate pour continuer a se transformer en butanol. Selon
Ritcher et al : « Il est nécessaire de trouver une concentration d’acide butyrique non
dissociée adaptée a la souche et aux conditions bactériennes spécifiques : suffisamment
élevée, pour déclencher la phase solvantogene, mais en méme temps, avec une
concentration la plus faible possible pour minimiser I’impact négatif dans le métabolisme

et la viabilité cellulaire » (Richter et al., 2012).
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Finalement, le contréle du pH a 5,5 a amélioré la consommation de glucose, étant donné
que la consommation a été de 77 % et 80 % pour F17 et F18, en comparaison avec le
contrdle C4 (41 %). Bien qu’il y ait eu une consommation majeure de glucose, le
contrble C4 a  donné

F18 ont

rendement en  butanol s’est  détérioré. Le

0,205 g BuOH/g glucose consommé tandis que F17 et généré

0,121 g BuOH/g et 0,107 g BuOH/g glucose consommé, respectivement. Le tableau 5.7

présente les résultats des fermentations.

Tableau 5.7 Résultats finaux des fermentations avec controle de pH

Fermentations C4 F17 F18
 Glucose (gL) 58,80 +0,25 58,46 +0,73 62,56 £ 0,58
~ Consommation gfucose 4% 7% B B 80%
BuOH (g/L) 485+0,13 5,48+ 0,01 538+0,17
IPA (g/L) 2,78 +0,17 3,75 £ 0,05 3,51+ 0,09
Acide acétique (mM} E,@?i 0,61 39,72 + 0,171 42,46 + 0,03
~ Acide butyrique (mM) 824+ 0,04 4239+ 0,14 44,90 = 1,74
Rendement BuOH _
0,203 + 0,008 0.121 £ 0,070 0,107 £ 0,004
(g "
Rendement IPA B
0,116 + 0,008 0,083 = 0,048 0,070 = 0,002
(g/g)®
i 7Riendie;nent IB
0,320 0,016 0,204 0,117 0,178 £ 0,006
(ge) *

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g [PA/g de glucose consommé, c. (g BuOH + g IPA)/g de glucose
consommeé

5.1.6 Fermentations avec un mélange de sucres

Comme il a déja été signalé, le CEPROCQa développé une expertise avec la fermentation
ABE a partir de bois de bouleau jaune (Benali et al., 2019). Ceci a amen¢ a explorer le
comportement de la souche C. beijerinckii DSM 6423 avec un mélange de sucres similaire

a la composition des sucres du bois de bouleau jaune. Cette série a été réalisée en triplicata

(F19, F20 et F21).



69

En raison de la consommation incompléete de glucose dans les expériences avec une
concentration initiale de 60 g/L. (FS a F18) et pour éviter une concentration en sucres
totaux supérieure a 60 g/L au début de la fermentation, la concentration en glucose a été

changée a 40 g/L.

Pour mieux comprendre la consommation du mélange de sucres, le glucose et le groupe
de sucres composé par xylose, mannose et galactose (XMG) ont €té observés séparément.
La consommation d'arabinose n'a pas été prise en considération, car le pourcentage était

tres faible par rapport aux autres sucres.

Les profils obtenus montrent que la bactérie a eu une préférence pour le glucose, puisque
sa consommation dans les fermentations F19, F20 et F21 a été de 69 %, 77 % et 80 % par
rapport au groupe XMG, dont la consommation a ét€¢ de S1 %, 52 % et 5 4%,
respectivement. Ce phénoméne, appelé « répression cataboligue» a déja été décrit par
Mitchel (Mitchell, 1997), vu que la présence de glucose inhibe I’assimilation d’autres

Sucres.

En méme temps, la consommation de glucose du mélange a été inférieure a la

consommation des expé€riences F3 et F4 avec du glucose a 40 g/L (97 % et 87 %).

Bien que le but des fermentations a été d’obtenir de résultats intéressants idéalement en
72 h, apres ce temps, nous avons observé la formation de la mousse dans le milieu, un
indicateur qui est normalement lié a la croissance. Cela pourrait s’interpréter comme une
croissance diauxique ou croissance dans deux phases, un phénomene qui permet aux
microorganismes de s’adapter a I’ajout d’un second substrat, dans ce cas, les sucres
diftérents du glucose. Il se caractérise d’abord, par une phase de croissance suivie d’une

phase de latence, apres quoi, la croissance reprend (Buendia-Kandia et al., 2018).

Par rapport au rendement IB, il n’y a pas eu une amélioration en comparaison avec les

autres expériences.

Il est important de souligner qu'il existe trés peu d'études qui parlent des fermentations

IBE avec un mélange synthétique de sucres pour simuler la composition des sucres
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d'origine lignocellulosique. Ce serait donc I'une des rares tentatives existantes pour

analyser le comportement de la bactérie dans ce type d’environnement.

La figure 5.34 4 5.37 et le tableau 5.8 regroupent les résultats a la fin de la fermentation.

Glucose et XMG (g/L)

Consommation sucres
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Figure 5.34 Consommation de sucres pour les fermentations F19, F20 et F21
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Figure 5.35 Production de butanol pour les fermentations avec un mélange de sucres
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Production d'isopropanol
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Figure 5.36 Production d’isopropanol pour les fermentations avec un mélange de sucres
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Figure 5.37 Rendement 1B pour les fermentations avec un mélange de sucres
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Tableau 5.8 Résultats des fermentations avec un mélange de sucres

Fermentation F19 F20 F21
Glucose initial (g/L) 37,17 1,84 36,08 + 0,53 38,28 +2,38
Glucose final (g/L) 11,59 £ 0,60 8,19 + 0,20 756+0,14
XMG initial (g/L) 23,03 £ 0,95 22,21 0,61 23,58 £ 1,60
XMG Final (g/L) 11,25+ 0,68 10,75+ 0,26 10,80 + 0,29
 Consommation glucose (%)  69% % 80%
Consommation XMG (%) 51% 52% 54%
~ BuOH(g/L) 6,46 £ 0,86 7,49 £ 0,54 7,80 £ 0,23
IPA (g/L) 411+£0,58  486+048 5,23 +0,23
Rendement BuOH (g/g) * 0,170 £ 0,006 0,187 £ 0,005 0,177 + 0,006
Rendement IPA (g/g)® 0,108+ 0,005 0,122 £ 0,006 0,118 0,004 +
" Rendement IB (Eg) ¢ 0,57?3 iT),OT a 6,3@1% - 6,@ 1%"0,009_ -

a. g BuOH/g de glucose consommé, b. g IPA/g de glucose consommé, c. (g BuOH + g IPA)/g de glucose
consommé

5.1.7 Fermentations avec I’hydrolysat a partir de la tige de mais

Cette série a été faite en duplicata (TM1 et TM2), sans contrdle. Le tableau 5.9 présente
la composition en sucres de I’hydrolysat obtenu a partir de la tige de mais prétraitée, apres

87 heures d’hydrolyse.

Tableau 5.9 Concentration de sucres dans I'hydrolysat

Sucres Concentration (g/L_)_
Glucose (g/L)  84,85+597
Xylose, Mannose, galactose (g/L) 42,40 £ 1,68
Arabinose (g/L) 357+021

Bien que I’hydrolysat ait été centrifugé plusieurs fois, la présence de particules en

suspension tres fines a été observée et difficiles a enlever. On note aussi une coloration
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brune foncée, ce qui a rendu difficile la lecture de la densité optique pour mesurer la

croissance (voir figure 5.38).

Une fois que ’hydrolysat ait été ajouté dans le milieu, les concentrations initiales des

sucres €taient d’environ 40 g/L de glucose, 20 g\L de XMG et 1,6 g/L d’arabinose.

Figure 5.38. Fermentations avec I'hydrolysat de la tige de mais prétraitée

Avec I’ajout de I’hydrolysat dans le milieu de culture, un comportement différent de toutes
les expériences précédentes était attendu. Dans le cas de la croissance et avec la difficulté
de suivre la densité optique, de petits incréments ont €t¢ mesurés a partir de 48 h. Cela
signifie que la phase de latence a été beaucoup plus longue en raison des conditions
défavorables pour leur développement, puisque normalement a 72 h, la bactérie se trouve
déja dans la phase stationnaire de croissance et la production de butanol cesse. Malgré ce
temps de latence si long, il a été décidé de poursuivre I’expérience dans le but de savoir

si, a un moment donné, il était possible d’obtenir le butanol.

Ce temps de latence si long est probablement dii a la présence, dans I’hydrolysat, des
composés phénoliques en concentrations pas totalement inhibitrices, vu que
’hydroxyméthylfurfural et le furfural n'ont pas été¢ détectés. Donc, une détoxification

pourrait aider & accélérer la production de butanol.

Ces différences de croissance se reflétent évidemment dans la consommation de sucres et

dans la production de solvants, vu que la fermentation TM1 a été la premiére a consommer
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les sucres et la premiére a produire les solvants. Cependant, le pourcentage de
consommation des sucres a 144 h était le méme (66 %) pour les deux fermentations (TM1

et TM2).

En observant séparément le pourcentage de consommation du glucose par rapport a celui

de sucres XGM, il a été noté une plus grande consommation du premier, comportement

déja observé dans les fermentations avec le mélange de sucres synthétiques.

Le Tableau 5.10 présente les résultats des fermentations avec I’hydrolysat.

Tableau 5.10 Résultats des fermentations avec I'hydrolysat de la tige de mais prétraitée

Fermentation ™I ™2
Glucose initial (/L) 37,94+ 1,12 38,47+0,71
T XMG@L) ) 20,18 + 0,67 20,57 + 0,34
Consommation glucose (%) - 74% 76%
- Counsommation XMG (%) 57% 58%
Consommation sucres (%) O 66% 66%
o ~ BuOH (g/L) 5,84 + 0,09 6,89+0,32
IPA (g/L) 4,66 +0,02 527+0,14
Rendement BuOH (g/g) | 0,138 +0,001 0,1530,005
Rendement IPA (g/g) 0,108 + 0,001 0,170,002
Rendement IB (g/g) 10,246 + 0,002 0,270+0,007
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Chapitre 6 - Discussion

6.1 Concentration initiale de glucose

Afin de comparer le rendement en butanol en fonction de la concentration initiale en
glucose, trois concentrations ont été étudiées: 20 g/L, 40 g/L et 60 g/L. Cependant, un
intérét particulier s'est porté sur la concentration de 60 g/L, car c'est la concentration la

plus étudiée dans les termentations ABE en discontinu.

Au fur et 2 mesure que la concentration initiale de glucose a augmentée, deux situations
ont été¢ observées: plus la concentration initiale de glucose était élevée, plus la
consommation de glucose était faible, mais en méme temps, le rendement en butanol était
supérieur. Probablement une concentration de 20 g/l ne permet pas d'obtenir la
concentration d'acides nécessaire pour continuer la production de solvants et, dans le cas
de fermentations avec une consommation incomplete de glucose, la production d'acides a
dépassé la valeur critique qui permet aux bactéries, en méme temps, de consommer du
glucose, le convertir en acides et le transformer en solvants. Le contréle du pH peut étre
une stratégie qui peut faciliter la consommation de glucose, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre ce métabolisme, étant donné que,
selon la littérature, pendant une fermentation IBE, la bactérie est inhibée lorsqu'il y a une

concentration de 7 g/L de butanol (dos Santos Vieira et al., 2019).

Bien que les fermentations effectuées dans ce travail aient été réalisées pendant
144 heures, les résultats obtenus a 48 h ont ét€ comparés a ceux de la littérature avec une
concentration de 60 g/L. Les valeurs obtenues par rapport a la concentration de butanol
¢taient similaires, mais avec un rendement supérieur, vu que moins de glucose a été

consommeé. Le tableau 6.1 présente les résultats trouvés dans la littérature et de ce travail.
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Tableau 6.1 Comparaison de résultats des fermentations IBE avec Clostridium beijerinckii DSM 6423

Conc.
Consom Temps Rend.
initiale de Acétone EtOH BuOH
Sucres sucres de IPA (g/L) BuOH Réf.
sucres (g/L) (g/L) (g/L)
(%) fermen.
(g/L)
Glucose 614 5244 47h 0.2£00 29404  02:00  40+10  012£003 -
B - 5'3’0_1. - - - o T T (Rochdn et al., 2015)
Glucose 561 0 47h 02+0,0 38+0,1 0,2+£00 43+£0,2 0,14+ 0,01
B
Glucose 60 338 48 h <0,1 2,16 <9,l 3.71 0,187 (Survase et al., 2011)
56,77 + - ' '
Glucose . 35,83 48 h ND 223+0,02 ND 4,00 £ 0,09 0,196 + 0,03
0.65 Ce travail
Glucose 0 * 35,03 48h ND 2314026 \D 3965032 0,202 0,02

1,81
Rend. BUOH : g BuOH/g glucose consommé

ND : No détecté
6.2 Controle de pH

Afin d'améliorer la consommation de glucose, parmi les stratégies étudiées figure le
contrdle du pH. Malgré le fait qu'il n'y ait pas beaucoup d'informations a ce sujet pour les
fermentations IBE, un exercice intéressant serait d'essayer d'appliquer les connaissances

acquises du contrdle du pH des fermentations ABE aux fermentations IBE.

La formation d'acides et leur réassimilation dépendent directement du pH du milieu. De
plus, une accumulation d'acides jusqu'a une certaine concentration, qui est difficile a
détecter, est essentielle pour la production de solvants. Pour cette raison, il est important
de controler correctement le pH apres la phase acidogene, mais trés peu de recherches ont
été réalisées pour comprendre le moment a partir duquel le contréle doit commencer. En
ce qui concerne le pH, il est aussi important de tenir compte les formes non dissociées des
acides butyrique et acé€tique, vu que sont celles qui peuvent pénétrer librement a travers la
membrane cytoplasmique et diminuer le pH interne. Cette accumulation d’acides affecte
négativement le fonctionnement de la cellule, ainsi qu’une différence de pH constante
entre l'intérieur et l'extérieur de la membrane cytoplasmique est moins néfaste pour la

cellule et peut étre obtenue en contrdlant le pH externe (Jiang et al., 2014).

Comme il a été expliqué précédemment, parmi les tentatives faites pour comprendre

I'impact du pH sur la consommation de glucose, des expériences ont été réalisées avec un
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pH initial de 5, l'utilisation d'un tampon acétate 50 mM a pH 5, I'utilisation de CaCOs et

le controle du pH externe.

Méme si dans la deuxiéme série des fermentations, il n'ait pas été possible d'augmenter la
consommation de glucose, 1l est intéressant de faire un premier essai pour comprendre
’impact des acides non dissociés. Malgré le fait que les acides organiques n'aient pas été
mesures pour le contréle (C1), ni pour les fermentations avec un pH initial de 5 (F7 et F8)
ou avec un tampon acétate 0,50 mM (F9 et F10), il est possible d'illustrer I'effet du pH sur
eux au début de la fermentation, en raison de la composition du milieu de culture TYA
(voir annexe A.2). Ce milieu a en moyenne 45 mM d'acide acétique pour C1, F7 et F8 et
95 mM pour F9 et F10. Le tableau 6.2 montre la concentration de l'acide acétique non

dissoci€ au début de la fermentation pour cette série.

Tableau 6.2 Estimation de la concentration d’acide acétique no dissoci¢ au début de la fermentation

Fermentation Acide acétique pH_initial ) Acideacm non
dissocié
C1 45mM 6,83 0,38 mM
F7 45 mM 5,05 15,26 mM
F8 45 mM ' 5,03 15,72 mM
F9 95 mM g/L 552 1406mM
F10 95 mM g/L 5,54 13,52 mM

[ est possible de voir que la concentration d'acide acétique non dissocié pour les
fermentations autres que C1 est plus élevée, ce qui pourrait expliquer pourquoi le butanol
a été produit plus rapidement, puisque le niveau d'acides non dissoci€s nécessaires pour
passer vers la phase solvantogene a été atteint plus rapidement. Dans le cas des
fermentations F9 et F10, qui ont produit plus d'isopropanol, la bactérie a possiblement
utilisé I'acétate du tampon pour le produire, en affectant, en méme temps, sa fonction, vu

qu’il a été impossible de maintenir le pH autour de 5,5.
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En ce qui concerne les fermentations avec du CaCOs, il est connu que 1'ajout de celui-ci
au milieu de culture est bénéfique pour la production de butanol. Le CaCO3 améliore la
fermentation de butanol en raison, a la fois, de son effet tampon et de sa capacité a
influencer les processus cellulaires clés, tels que le transport des sucres, la tolérance au
butanol et la solvantogenése (Han et al., 2013). Dans le cas de la fermentation IBE, le
CaCOs contribue également a augmenter la production du cofacteur NADPH, qui est
réellement nécessaire en raison de la présence de l'enzyme alcool déshydrogénase
secondaire (s-ADH) qui transforme I'acétone en isopropanol (Wang et al., 2018). Les
expériences réalisées dans ce travail seraient I'une des rares rapportées dans la littérature

qui rapporte I'impact du CaCOs sur la fermentation 1BE.

La fonction tampon du CaCOs a pu étre observée, vu que lors des fermentations avec
CaCOs (F14, F15 et F16), la valeur du pH pendant la phase solvantogéne était plus élevée
(5,47-6,12) méme s’il y avait une concentration majeure d'acides, principalement l'acide
butyrique. Par contre, le pH du contrdle (C3) a varié entre 5,14-5,34. Ce comportement
du pH a été déja signalé dans certaines publications avec des fermentations ABE ou le pH
des cultures traitées au CaCOs était supérieur a 5,6 pendant toute la durée de la
fermentation, alors que le pH du contrdle a varié de 5,2 a 5,5, apres la diminution initiale

du pH (Han et al., 2013).

L’ajout de CaCOs3 a aussi aidé I’augmentation de la consommation de glucose (66 %) en
comparaison aux expériences avec une concentration de 60 g/L : F5 et F6 (54 % et 58 %)
et le controle C3 (50 %). De plus, cette consommation a ét¢ atteinte dans un délai plus
court, affectant positivement la productivité. Par exemple, a 48 heures, le moment ou il y
a eu l'augmentation la plus significative de la concentration en butanol, la productivité en
butanol est passée de 0,08 g/L*h™' pour F5 et F6 ou 0,11 g/L*h™! pour C3 4 0,14 g/L*h’!
pour F14, F15 et F16.

L’amélioration de la productivité grice au CaCOs a été déja rapportée dans les
fermentations ABE. Le tableau 6.3 résume certains de ces travaux, avec les souches

C. beijerinckii.
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Tableau 6.3 Effet sur la productivité apres ’ajout de CaCOs pour les fermentations ABE

Concentration Productivité
Souche Fermentation initiale de glucose ABE ( Référence
(g/L) (g/L*h")
Clostridium Controle 60 0,22
beijerinckii ) (Han et al., 2013)
Avec CaCO3 60 0,42
NCIMB 8052
C. beijerinckii Contréle 5907+ 1,8 029 0,003
(Richmond et al., 201 1)
260 Avec CaCO3 58,63+ 0,6 0,47 £0,01

Méme s’il a été possible de voir l'effet du CaCOs sur la fermentation IBE, il serait
int€ressant de varier sa concentration afin de vérifier si c’est possible encore d’augmenter

la consommation de glucose.

Pour les fermentations avec un contrdle de pH, la consommation de glucose a été
supérieure a celle du contrdle : 77 % et 80 % pour F17 et F18, en comparaison a 41% pour

C4. Malgré cela, cette augmentation n’a pas amélioré le rendement en butanol.

Cette série de fermentations a permis un suivi du pH plus précis pour identifier la valeur
du pH minimal (5,12 pour FI7 et 5,09 pour F18) et le moment de transition de la phase
acidogene vers la phase solvantogene (13,5 h), en tenant compte du fait que le pH initial
de la fermentation était d'environ 6,8, puisque cette valeur peut retarder ou accélérer ce
moment de transition. Le contrdéle du pH a également permis l'accumulation d'acides
acétique et butyrique, un phénoméne connu sous le nom de fermentation acidogene
(Maddox et al., 2000). Cette accumulation des acides laisse penser que le contrdle du pH
doit se faire par intervalles, car en accumulant les acides et en maintenant le méme pH,
implique qu’en méme temps, les acides non dissociés s'accumulent également, ceux-ci
¢tant nocifs pour la bactérie. Pour cette raison, une possibilité serait de maintenir le pH a
une valeur qui permettrait une accumulation d'acides non dissociés jusqu'a la
concentration minimale pour passer vers la phase solvantogéne et dés que la concentration
d'acides non dissociés diminue encore une fois a des valeurs défavorables, le controle du
pH est activé a nouveau. Un controle actif du pH pourrait contribuer a limiter la
concentration des acides non dissociés comme stratégie pour améliorer la production de

butanol.
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Une approche similaire a été utilisée avec la souche C. acetobutylicum DSM 792
(Capillaetal.,2021). La stratégie comprenait une acidification naturelle du milieu pendant
1’étape d’acidogenese jusqu'a un pH minimum, suivie d'une augmentation soudaine du pH
jusqu'au 5,1. Cela a permis une production de butanol de 15,8 g/L malgré qu'une inhibition
puisse se produire a une concentration de 13 g/L (Jones etal., 1986), indiquant qu'un retard

de la mort cellulaire peut permettre de dépasser cette limite.

6.3 Ajout de butyrate

Contrairement aux fermentations ABE, I’ajout de butyrate n’a amélioré ni la
consommation de glucose ni le rendement en butanol, un résultat similaire au seul travail
rapporté dans la littérature concernant l'acide butyrique comme précurseur de la
fermentation IBE avec la bactérie C. beijerinckii DSM 6423. Avila et al (2018) ont utilisé
un mélange de sucres (fructose, glucose et saccharose) avec différentes concentrations
initiales d'acide butyrique (0,5 g/L, 1,5 g/L, 2,2 g/L, 4,8 g/L et 6,5 g/L). Les données
obtenues a des concentrations proches de celles utilisées dans ce travail
(60 mM = 5,3 g/L), autrement dit a 4,8 g/LL et 6,5 g/L, ont également montré que la
consommation de sucres était inférieure par rapport aux expériences avec des

concentrations plus faibles d'acide butyrique (0,5 g/L et 1,5 g/L).

Encore une fois, 1l est important de penser aux acides non dissociés. Probablement la
combinaison de la concentration initiale d'acide butyrique (60 mM) et du pH initial (6,8)
utilis€ au cours de ce travail, n'a pas favorisé l'utilisation du butyrate comme un outil pour
améliorer la consommation de glucose. Donc, différentes combinaisons d'acide butyrique
et de pH initial pourraient €tre étudiées pour observer leur impact sur la production de

butanol.

6.4 Fermentations avec un mélange de sucres

Les expériences réalisées avec le mélange synthétique de sucres ont montré la réalité a
laquelle il faut se confronter pendant la fermentation ABE, qui peuvent se présenter aussi

dans la fermentation IBE, en utilisant la biomasse lignocellulosique : la bactérie a une
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préférence pour consommer d’abord le glucose, avec une utilisation lente ou incompléte

d'autres sucres tels que le xylose.

Afin de survivre dans la nature, les micro-organismes doivent souvent consommer une
variété de sucres disponibles comme sources de carbone et d'énergie. Etant donné que le
glucose est le monomere glucidique le plus abondant, les voies métaboliques bactériennes
pour la production d'énergie ont évolué de telle sorte que le métabolisme du glucose
conduit a 'utilisation la plus efficace de I'énergie dans un micro-organisme. Bien que les
especes Clostridium productrices de butanol soient capables d'utiliser des sucres pentoses
(xylose et arabinose) pour la production d'ABE, il y a une réduction d'efficacité de 50 %
a 70 % lorsque la source de carbone préférée, le glucose, est présente dans le milieu de
fermentation en présence d’autres sucres, en raison de processus de régulation tel que la

répression catabolique (Ezeji et al., 2014).

Une situation similaire a ét€ observée dans ce travail. En comparant la consommation de
glucose entre les fermentations avec seulement 40 g/L de glucose (F3 et F4) et celles avec
un mélange de sucres (F19, F20 et F21), la consommation est passée d'une moyenne de

95 % a 75 % avec une utilisation incomplete de groupe de sucres XMG.

En raison de la documentation limitée sur les fermentations IBE avec un mélange
synthétique de sucres, les informations existantes sur le méme sujet, mais dans les
fermentations ABE, pourraient étre prises en considération pour expliquer ce qui se passe
dans les fermentations IBE. Par exemple, pour les fermentations ABE, il a été démontré
que l'utilisation du xylose est étroitement liée a la proportion de xylose et de glucose dans
le milieu de culture. Dans les fermentations avec divers mélanges de glucose / xylose et
de cellules précultivées avec xylose, aucune absorption de xylose n’a €té observée dans
les mélanges dans lesquels la concentration de glucose dépassait celle du xylose.
Cependant, un exces d'ajout de CaCOs a conduit a une bonne utilisation du xylose'(El

Kanouni et al., 1998).

Ceci suggere qu’il soit intéressant de réaliser une préculture en utilisant uniquement de la
xylose et d'utiliser du CaCOs ou un contréle de pH pour vérifier s'il est possible

d'améliorer la consommation de xylose dans une fermentation IBE avec un mélange de
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sucres. Cependant, plus de recherche sont nécessaires pour mieux comprendre 'utilisation
d’un mélange de sucres par C. beijerinckii DSM 6413 et ainsi améliorer la production de

butanol.

6.5 Fermentations avec hydrolysat de la tige de mais

Le prétraitement de la biomasse affecte non seulement le rendement total en sucres, mais
¢galement le comportement et la croissance des micro-organismes pendant la fermentation
en raison de la formation de composés comme le furfural, I’hydroxyméthylfurfural, les
composés phénoliques solubles et quelques acides faibles comme I’acide acétique, I’acide
formique et I’acide lévulinique. De plus, le niveau de toxicit¢ dépend de nombreux
facteurs tels que le type de micro-organisme, les conditions physiologiques de la souche,

la concentration en oxygéne dissous et le pH du milieu (Baral et al., 2014).

Jusqu'a présent, aucune étude n'a été menée sur les concentrations inhibitrices de ces
compos€s sur la bactérie C. beijerinckii DSM 6423. Dans ce travall, en raison de 'absence
dans I'hydrolysat d'acides faibles tels que I’acide formique ou ’acide lévulinique et en
sachant que 'acide acétique peut favoriser la fermentation IBE (dos Santos Vieira et al.,
2019), ce serait probablement des composés phénoliques qui auraient interféré avec un

départ plus rapide de la fermentation.

Des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour estimer ces concentrations
inhibitrices. Dans le cas de la fermentation ABE, quelques chercheurs ont fait des efforts
pour détecter cette concentration de composés phénoliques solubles. Le tableau 6.4
regroupe les concentrations inhibitrices pour certaines bactéries C. beijerinckii utilisées

dans les fermentations ABE.

Tableau 6.4 Concentration inhibitrice des composés phénoliques solubles pour la souche C. beijerinckii

Concentration inhibitrice de

Souche composés phénoliques Référence
(g/L)
C. beijerinckii IB4 12

(Baral et al., 2014)

C. beijerinckii RT66 1,9
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Malgré le fait que la fermentation a pris plus de temps a démarrer, la concentration en
butanol et isopropanol ainsi que le rendement obtenu ont été¢ comparés avec les résultats
des fermentations ABE a partir de la tige de mafs, étant donné que ce travail serait la

premicre tentative d’une fermentation IBE en utilisant la tige de mais.

La concentration maximale ABE rapportée dans la littérature correspond a 26,27 g/L., avec
un rendement de 0,44 g ABE/g de sucres consommeés et une productivité de 0,31 g/L*h’!
en utilisant la souche C. beijerinckii P260 (Qureshi et al., 2010). D'autres especes de
Clostridium capables de produire le butanol comme C. acetobutylicum P262,
C. beijerinckii BA101, C. acetobutylicum 206 et C. beijerinckii NCIMB 8052, auraient
produit des concentrations maximales d'ABE de 25,8, g/L. 24,8 g/L, 24,7 g/L., 23,5 g/L et
19,2 g/L respectivement (Baral et al., 2016).

Bien que la concentration maximale d’IB obtenue dans ce travail n’ait ét€ que de
12,16 g/l avec un rendement de 0,246 g d’IB/g de sucres consommés, cela ne signifie pas
que ’utilisation du mais doit étre exclue comme substrat pour la fermentation IBE. Il est
nécessaire de continuer les recherches pour comprendre le comportement de la bactérie

C. beijerinckii DSM 6423 dans des milieux de cultures complexes et alternatifs.
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Chapitre 7 - Conclusion

Dans chacune des séries de fermentations réalisées dans ce projet, il a été possible
d’identifier des aspects clés qui ont permis une meilleure compréhension de la
fermentation IBE. Un de ces aspects est I’impact du pH sur le développement de la

fermentation.

L’utilisation du tampon acétate S0 mM ou de CaCO3, a permis de visualiser le besoin de
contréler le pH pendant les fermentations autour des valeurs de 5 et 5,5 pour faciliter
I’assimilation du glucose. Ainsi, quand I’expérience avec le contrdle du pH a été réalisée,
on a compris I’importance d’étudier plus en profondeur les acides non dissociés, vu qu’il
est nécessaire d’identifier la quantité minimale nécessaire pour le passage de la phase
acidogeéne vers la phase de la production de solvants et, en méme temps, maintenir un
niveau d’acidité qui ne soit pas nocif pour la bactérie, étant donné qu’il a é€té possible de
consommer plus de glucose. Cependant, ce contréle n’a pas ¢té suffisant pour maintenir
un niveau d’acides peu nocif pour que la bactérie puisse continuer a produire des solvants,

parce que le rendement a diminué.

Bien que I’ajout du butyrate est reconnu comme une stratégie pour améliorer les
fermentations de butanol, dans le cas des fermentations IBE, les résultats n’ont pas été a
la hauteur des attentes. Cependant, comme le butanol a ét€ obtenu plus rapidement,
I’addition du butyrate a permis d’atteindre plus rapidement le niveau nécessaire pour

changer vers la phase solvantogene.

L’expérience avec le mélange de sucres synthétiques a été un premier pas pour analyser
I’impact d’un ensemble de sucres dans le métabolisme de la bactérie, une réalité qu’on

doit confronter lorsqu’on travaille avec des substrats lignocellulosiques.

Finalement, pour les fermentations avec 1’hydrolysat obtenu a partir de la tige de mais
prétraité, la production de butanol a €t¢ possible, mais une étape de détoxification est
nécessaire pour enlever des inhibiteurs et améliorer la productivité. La présence d’acétate

dans I’hydrolysat a permis aussi d’obtenir plus d’isopropanoi.

Comme il a été indiqué, la fermentation IBE est en voie de développement et les

recherches ne sont pas aussi extensives que ¢’est le cas pour la fermentation ABE. Ce
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premier travail a permis d’étudier I’influence de plusieurs parametres afin de définir les
conditions d’une fermentation IBE réussie. Ces données seront fort utiles pour développer
un procédé fermentaire IBE appliqué aux maticres lignocellulosiques a travers les essais
de fermenter un mélange de sucres simulant la composition du bois de bouleau jaune, ce

qui représente une premiere, a notre connaissance.
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Annexe

A.l. Milieu de culture TYA

Tableau A.1. Composition du milieu TYA par litre

Réactif Quantité (g)
Extrait de levure 2,0
Tryptone 60
Acétate d’ammonium 3,0
~ Sulfate de magnésium heptahydraté 0.3
(MgSO0O4-7TH20) ’
_Tosph?te monopotassique (KH;POy) 0,5
Sulfate ferreux heptahydraté (FeSO4-7H20) 000
~ Sucres Selon I’expérience

Préparation : Tous les réactifs, sauf les sucres, sont mélangés avec I’eau distillée et
chauffés a €bullition pendant | minute. Apres, le milieu est refroidi par barbotage avec

[’azote haute pureté.

Si le milieu est partagé dans les bouteilles sérum, elles sont purgées avec I’azote haute

pureté pour garantir I’absence d’oxygene.

Les solutions de sucres sont préparées séparément du milieu, selon les concentrations
désirées et transférées dans les bouteilles sérum. Elles sont purgées avec la méme méthode

utilisée pour purger les bouteilles sérum avec le milieu TYA.

Finalement, le milieu et les solutions de sucres sont stérilis€s a [ autoclave

(Autester ST dry PV-II 140, Selecta) a 121 °C pendant 15 minutes.



92

A.2. Calcul des acides non dissociés

La concentration des acides organiques non dissoci€s dans le milieu, a été calculée a partir
de la concentration de n-butyrate ou d’acétate total et de la valeur du pH, a ’aide de
I’équation Hendersson—Hasselbalch :

[A7]

pH — pK, = LOg[A—H]

Ou pH est la valeur du pH, pKa a une valeur de 4,8 pour le n-butyrate ou 4,76 pour
I’acétate, qui est le logarithm'e négatif de la constante de dissociation acide, [A7] est la
concentration d’anions pour le n-butyrate ou I’acétate et [AH] est la concentration des

acides non dissocié¢es pour chacun d’eux.



