
HAL Id: tel-02098627
https://theses.hal.science/tel-02098627

Submitted on 12 Apr 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Détoxification d’hydolysats hémicellulosiques par
dia-nanofiltration, étude de leur fermentescibilité et du

mode d’action des inhibiteurs.
Axel Fayet

To cite this version:
Axel Fayet. Détoxification d’hydolysats hémicellulosiques par dia-nanofiltration, étude de leur fer-
mentescibilité et du mode d’action des inhibiteurs.. Autre [q-bio.OT]. Université Paris Saclay (CO-
mUE), 2018. Français. �NNT : 2018SACLA008�. �tel-02098627�

https://theses.hal.science/tel-02098627
https://hal.archives-ouvertes.fr




Université Paris Saclay
École Doctorale ABIES

THÈSE

Pour obtenir le grade de

Docteur de l’Université Paris Saclay

Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé

Spécialités : Biotechnologies / Génie des Procédés

Présentée et soutenue par

Axel FAYET

Le 24 mai 2018

Détoxification d’hydrolysats hémicellulosiques par dia-nanofiltration,

étude de leur fermentescibilité et du mode d’action des inhibiteurs

Thèse dirigée par Mmes Marielle BOUIX et Marie-Laure LAMELOISE et

encadrée par Mmes Andreia TEIXEIRA et Tiphaine CLÉMENT

Jury

Mme Patricia TAILLANDIER Pr. ENSIACET Rapporteur, Présidente

M. João Paulo CRESPO Pr. Université Nova de Lisbonne Rapporteur

Mme Karine BLONDEAU MC Université Paris Saclay Examinatrice

M. Antoine MARGEOT IR IFPEN Examinateur

Mme Marielle BOUIX Pr. AgroParisTech Directrice de thèse

Mme Marie-Laure LAMELOISE Pr. AgroParisTech Directrice de thèse

Mme Andreia TEIXEIRA Dr. L’Oréal Invitée



ii

« Je suis de ceux qui pensent que la science est d’une grande beauté. Un scientifique dans un

laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé devant les phéno-

mènes naturels qui l’impressionnent comme un conte de fée. »

Marie Curie
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Résumé

La biomasse lignocellulosique est, à l’heure actuelle, la meilleure alternative au

pétrole en ce qui concerne la production d’énergie et de molécules à haute valeur

ajoutée. L’exploitation de cette biomasse nécessite sa déconstruction afin d’accéder

aux principales fractions qui la composent : la cellulose et les hémicelluloses, toutes

deux des polymères de sucres, et la lignine, un polymère réticulé de composés aro-

matiques.Toutefois, la récalcitrance naturelle de la biomasse lignocellulosique im-

plique l’utilisation de prétraitements sévères pour accéder aux sucres et aux compo-

sés aromatiques. Si ces prétraitements permettent effectivement de libérer les sucres,

les conditions physico-chimiques employées sont généralement à l’origine de pro-

duits de dégradation, inhibant la croissance des microorganismes.

Le but de ces travaux de thèse est donc de répondre à la question suivante : "Est il

possible d’utiliser la nanofiltration pour éliminer les composés inhibiteurs présents

dans un hydrolysat hémicellulosique, afin de le rendre fermentescible par Bacillus

subtilis 168 ?"

Dans un premier temps, Bacillus subtilis 168 a été mis en culture en présence

des principaux composés inhibiteurs communément retrouvés dans les hydrolysats

hémicellulosiques, à savoir : des dérivés furaniques (HMF et furfural), des acides

aliphatiques (acide acétique, formique et lévulinique) et des composés phénoliques

(vanilline, syringaldéhyde, acide férulique et coumarique). L’action de chaque com-

posé sur la croissance de Bacillus subtilis 168 a été observée, et la concentration mi-

nimale inhibitrice de chacun a été déterminée en se basant sur le temps de latence.

De même les interactions entre composés ont été étudiées par l’intermédiaire d’un

plan d’expérience réalisé en microplaque 96 puits. Les résultats obtenus ont permis

d’établir que les composés phénoliques, bien qu’en faible concentration (< 1 g/L)

présentent l’action inhibitrice la plus forte sur Bacillus subtilis 168, suivis par les dé-

rivés furaniques, et enfin les acides aliphatiques, pourtant plus concentrés (5 g/L).

Le plan d’expérience en microplaque a présenté des limitations dues à des méca-

nismes de réponse aux stresses environnementaux de la bactérie. Cette expérience a

toutefois montré une possible synergie entre les composés phénoliques.
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L’étape suivante a été de mettre au point un procédé de nanofiltration permet-

tant de diminuer les concentrations en inhibiteurs en dessous des seuils détermi-

nés dans la partie précédente. Différentes membranes de nanofiltration (DK, NF,

KH, NP030 et NF90) ont été comparées sur leur capacité à retenir les sucres dans

le milieu tout en assurant une élimination maximale des composés inhibiteurs. La

membrane DK (GE, USA) a été retenue pour la suite des expériences. Différentes

conditions opératoire (pression, pH, mode de diafiltration) ont été comparées pour

déterminer les conditions permettant d’éliminer efficacement le plus d’inhibiteurs.

La dia-nanofiltration élimine efficacement les dérivés furaniques, les acides alipha-

tiques, mais le résultat est plus mitigé pour les composés phénoliques, plus de 65%

du syringaldéhyde restant dans le milieu après diafiltration.

Des tests de fermentation sur l’hydrolysat dia-nanofiltré, ont montré que l’élimi-

nation totale des dérivés furaniques et aliphatiques ne suffisait pas pour assurer la

croissance de Bacillus subtilis 168. La cytométrie en flux a permis d’étudier les méca-

nismes d’action des phénols restant, probablement responsables de cette inhibition,

et de montrer qu’ils peuvent agir, selon leur nature, sur la fluidité et/ou la dépolari-

sation de la membrane plasmique.

En conclusion, la nanofiltration est un procédé simple et efficace, permettant

d’éliminer une grande partie des inhibiteurs présents dans les hydrolysats ligno-

cellulosiques. Toutefois, elle n’a pas été suffisante pour permettre la croissance bac-

térienne, en revance l’utilisation de levures s’est révélée possible.



Abstract

Lignocellulosic biomass is considered as one of the best alternative to oil for

energy high added value molecules production. Exploitation of this biomass re-

quires to disassemble it in order to access to its main compounds : cellulose and

hemicelluloses, both sugars polymers, and lignin, a crossed linked polymer of aro-

matic compounds. Yet, natural recalcitrance of lignocellulosic biomass implies the

use of severe pretreatments in order to recover sugars and aromatic compounds.

These pretreatments efficiently liberate sugars, but, in the meantime, because of

harsh physico-chemical conditions, degradation by-products are also generated, the

latter being inhibitory for fermenting microorganisms.

The main objective of this work is to answer the following question : “Is nano-

filtration suitable for the removal of inhibitory compounds, found in hemicellulosic

hydrolysate in order to ferment the latter with Bacillus subtilis 168?”

First, Bacillus subtilis 168 was cultivated in presence of the main inhibitory com-

pounds commonly found in hemicellulosic hydrolysates, namely furan derivatives

(HMF and furfural), aliphatic acids (acetic, formic and levulinic acid) and pheno-

lic compounds (vanillin, synringaldehyde, ferulic and coumaric acid). The impact

of each inhibitory compounds on Bacillus subtilis 168 growth has been studied and

minimal inhibitory concentration of each one was determined based on lag time.

Interactions between inhibitory compounds were studied using a design of expe-

riment adapted to 96 wells microplate. Results showed that phenolic compounds,

while present at low concentrations (< 1 g/L) were the most inhibitory for Bacillus

subtilis 168, followed by furan derivatives and aliphatic acids, although the latter

were more concentrated (5 g/L). Design of experiment showed limitations because

of environmental stresses responses expressed by the microorganism. However, this

experiment revealed a potential synergistic effect between phenolic compounds.

Next step was to develop a nanofiltration process allowing the removal of in-

hibitory compounds bellow minimal inhibitory concentrations determined in the

previous part. Several nanofiltration membranes (DK, NF, KH, NP030, NF90) were
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compared on their ability to retain sugars while ensuring maximal removal of inhi-

bitory compounds. DK membrane was selected for the following experiments. Dif-

ferent operating conditions (pressure, pH, diafiltration mode) were compared in or-

der to determine optimal conditions for the removal of inhibitory compounds. Dia-

nanofiltration efficiently removed furan derivates and aliphatic acids but the results

for phenolic compounds were more mitigated as more than 65% of syringaldhyde

remained in the hydrolysate.

Fermentation tests run on dia-nanofiltrated hydrolysate showed that complete

removal of furans and aliphatic acids was insufficient to allow Bacillus subtilis 168

growth in the medium. Flow cytometrie was used to study the mechanisms of action

of phenolic compounds, as the latter might be responsible for the observed inhibi-

tion. Results showed that, depending on their nature, phenolic compounds can act

on plasma membrane fluidity and/or polarisation.

In conclusion, nanofiltration is a simple and efficient process, allowing to re-

move most of the inhibitory compounds found in hemicellulosic hydrolysates. Ho-

wever, inhibitory compounds removal was insufficient to ensure bacterial growth,

yet, yeasts were able to grow in the medium.
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Introduction Générale

Le pétrole est aujourd’hui au coeur de notre industrie moderne, il est utilisé pour

la production de carburants mais aussi de nombreuses molécules à haute valeur

ajoutée, obtenues par synthèse chimique à partir des différentes fractions issues du

raffinage du pétrole brut. Seulement, l’exploitation de cette ressource pose de nom-

breux problèmes environnementaux : elle fait appel à un cycle carbone long résul-

tant en une accumulation de CO2 dans l’atmosphère avec les conséquences que l’on

connait sur le climat. De plus, de nombreux produits synthétisés à partir de pétrole

sont difficilement recyclable et tendent à s’accumuler dans l’environnement soule-

vant de nombreux problèmes écologiques.

C’est en réponse à ces problématiques qu’une industrie basée sur l’exploitation

de la biomasse végétale s’est développée : la bioraffinerie. Le concept de bioraffine-

rie, s’inspire de la pétro-raffinerie, et consiste en le fractionnement de la biomasse

végétale pour des applications énergétiques ou pour la production de molécules

plateformes permettant la production de polymères, d’additifs, de molécules à des-

tination de l’industrie pharmaceutique ou agroalimentaire, . . .

Cette thèse s’inscrit dans le contexte des bioraffineries lignocellulosiques, qui

cherchent à valoriser la biomasse lignocellulosique, principal co-produit des acti-

vités agricoles et forestières. La biomasse lignocellulosique est principalement com-

posée de sucres (cellulose et hémicellulose) et de composés aromatiques (lignine)

pouvant être valorisés par voies chimiques ou biotechnologiques. Toutefois, cette

valorisation n’est possible qu’après avoir fractionné la biomasse lignocellulosique,

ce qui implique de réduire sa récalcitrance naturelle due à la cristallinité de la cel-

lulose ainsi qu’au caractère hydrophobe de la lignine. Pour ce faire, des procédés

de prétraitement ont été développés, les plus couramment utilisés étant l’hydrolyse

acide et l’explosion à la vapeur. Si ces procédés sont efficaces et simples à mettre en
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oeuvre, les conditions physico-chmiques employées génèrent des composés de dé-

gradation inhibant la croissance des microorganismes. Il est donc nécessaire de les

éliminer afin de pouvoir fermenter les sucres libérés par l’étape de prétraitement.

Cela nous amène au sujet de cette thèse : "Détoxification d’hydrolysats hémicel-

lulosiques par dia-nanofiltration, étude de leur fermentescibilité et du mode d’action

des inhibiteurs." Ce sujet vise à proposer une solution à la problématique de com-

pétitivité économique de l’exploitation de la biomasse lignocellulosique par rapport

au pétrole. Les étapes de prétraitement et de détoxification représentent en effet la

majeure partie des coûts de production de bioethanol à partir de biomasse ligno-

cellulosique. L’objectif développé ici est donc double. Il s’agit d’une part d’abaisser

le coût de l’étape d’élimination des composés inhibiteurs via l’utilisation de la na-

nofiltration, technologie simple à mettre en place et relativement peu coûteuse, et

d’autres part d’utiliser une bactérie modèle pour fermenter l’hydrolysat ainsi puri-

fié de manière à produire des molécules à haute valeur ajoutée.

Ce projet associe donc deux disciplines : le génie des procédés et la microbiologie,

toutes deux appliquées au contexte de bioraffinerie. C’est pourquoi trois laboratoires

ont collaboré sur le sujet :

La Chaire Agro-Biotechnologies Industrielles (ABI), Unité de Recherche et Dé-

veloppement (URD) d’AgroParisTech, les travaux qui y sont développés s’articulent

autour de la problématique de valorisation de la biomasse végétale au travers de

trois disciplines clés : la chimie verte, la microbiologie et les techniques séparatives.

Elle est située sur le site Pomacle Bazancourt (51) où elle partage les locaux du Centre

Européen de Biotechnologies et Bioéconomie avec les Chaires de Centrale-Supélec,

l’Université de Reims Champagne-Ardennes (URCA) et NEOMA Business School.

L’équipe Interaction Matériaux/Milieux au Contact (I2MC) rattachée à l’UMR

AgroParisTech-INRA 1145 Ingénierie Procédés Aliments (GENIAL) à Massy. Les tra-

vaux de recherche qui y sont conduits portent sur la compréhension des mécanismes

de transfert au sein des matériaux denses. A ce titre, deux thématiques sont déve-

loppées : les transfert observés dans le cas d’emballages alimentaires et les procédés

de séparation par membranes.
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L’équipe Bioproduits, Aliments, Micro-organismes et Procédés (BioMiP) rat-

tachée à l’UMR AgroParisTech-INRA Génie et Microbiologie des Procédés Alimen-

taires (GMPA) à Thiverval-Grignon. Les travaux de cette équipe portent majoritai-

rement sur la production et la stabilisation de ferments, ainsi que le développement

de procédés de fermentation couplés à des procédés de séparation.

Ce manuscrit s’organise en six chapitres :

Le premier chapitre fait office de synthèse bibliographique. En partant du concept

de bioraffinerie, il décrit la composition de la biomasse lignocellulosique et les pro-

blématiques liées à sa structure. Il présente ensuite les principales stratégies de pré-

traitement utilisées pour déconstruire la biomasse lignocellulosique et amène à la

problématique des composés inhibiteurs générés lors de ces prétraitements. L’ac-

tion de ces composés inhibiteurs sur les microorganismes fermentant les sucres est

alors décrite et met en évidence la nécessité d’éliminer ces composés des hydroly-

sats lignocellulosique. L’accent est alors mis sur la nanofiltration, une des techniques

utilisable pour effectuer cette étape de détoxification. Le second chapitre présente

l’ensemble des matériels et méthodes utilisés lors de ces travaux.

Les chapitres suivant regroupent les résultats et discussions. Le troisième cha-

pitre porte sur l’étude des effets des principaux inhibiteurs dérivés de la biomasse

lignocellulosique : dérivés furaniques, acides aliphatiques et composés phénoliques,

sur Bacillus subtilis 168. Le quatrième chapitre aborde le développement et la mise

en application d’un procédé de nanofiltration permettant d’éliminer ces composés

inhibiteurs d’un hydrolysat lignocellulosique réel, afin de pouvoir effectuer des tests

de fermentation avec Bacillus subtilis 168. Enfin, le cinquième chapitre s’intéresse aux

mécanismes d’actions des composés phénoliques sur la membrane de la bactérie via

l’utilisation de la cytométrie en flux.

Pour finir, un dernier chapitre résume l’essentiel des résultats obtenus dans les

parties précédentes et ouvre la discussion sur un certain nombre de perspectives

relatives à ces travaux.
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Chapitre 1

Introduction Bibliographique

1.1 La bioraffinerie de la biomasse lignocellulosique

Les travaux développés dans cette thèse s’inscrivent dans le contexte de bioraffi-

nerie de biomasse lignocellulosique, à savoir le fractionnement de la lignocellulose

suivi de la valorisation des différentes fractions. Le but de cette première partie est

donc d’introduire le concept de bioraffinerie ainsi que de présenter les principales

applications qui en découlent.

1.1.1 La papeterie aux origines de la bioraffinerie

Historiquement, la biomasse lignocellulosique (BLC) a d’abord été exploitée pour

les fibres de cellulose permettant la production de papier. Cette production s’effectue

en trois grandes étapes : la production de la pâte à papier contenant majoritairement

les fibres de cellulose, le blanchiment de la pâte et enfin la production de papier par

séchage et égouttage de la pâte. La cellulose étant séparée des hémicelluloses et des

lignines lors de la préparation de la pâte à papier, ces dernières sont des co-produits

de l’industrie papetière. A l’heure actuelle, ils sont la plupart du temps brûlés afin

de produire de l’énergie pour alimenter les papeteries [79].

Cependant, ces co-produits ont vu leur intérêt croitre avec le développement de

nouvelles applications, notamment en chimie et en biotechnologies. L’exploitation

de toutes les fractions de la biomasse lignocellulosique a alors donné naissance au

principe de bioraffinage. Là où le pétroraffinage consiste en la séparation de dif-

férentes classes d’hydrocarbures en fonction de leurs longueurs de chaines, chaque
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classe conduisant à différentes applications, le bioraffinage consiste, de manière sem-

blable, au fractionnement des différents composants de la biomasse végétale, puis à

leur valorisation.

1.1.2 Les différents types de bioraffineries

Les sites industriels procédant au bioraffinage de biomasse végétale sont appe-

lés bioraffineries. Elles peuvent être regroupées en différentes classes dépendant du

type de matière première utilisée. On distingue ainsi [99] :

Les bioraffineries vertes : utilisant de la biomasse humide telle que la luzerne

ou bien des matières premières nécessitant un traitement rapide comme les

betteraves sucrières. Du fait des matériaux utilisés, l’activité de ces bioraffine-

ries est saisonnière. Elles produisent des biocarburants ainsi que des produits

à destination de l’alimentation humaine ou animale.

Les bioraffineries oléagineuses : utilisant des graines oléagineuses telles que le

colza ou le tournesol. Elles produisent du biodiesel, des molécules synthons à

destination de l’oléochimie ou encore des produits à destination de l’alimen-

tation animale ou humaine.

Les bioraffineries céréalières : utilisant des céréales sèches telles que le maïs ou

le blé afin de produire du bioéthanol mais aussi de l’amidon ou des dérivés

d’amidon.

Les bioraffineries lignocellulosiques : utilisant du bois ou d’autres sources de

biomasse lignocellulosique (BLC) telles que la paille de blé ou de riz ou en-

core des plantes dédiées telles que le Miscanthus. Les principaux produits des

bioraffineries de BLC sont des biocarburants, des biomolécules, des dérivés

de lignines ou encore des applications énergétiques [95].

Les bioraffineries marines : exploitant la biomasse algale, ces bioraffineries sont

encore au tout début de leur développement. Toutefois, elles sont particuliè-

rement prometteuses de part la grande diversité de molécules produites par

les microalgues : lipides, protéines, polysaccharides, . . .
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Pour comprendre comment s’effectue la valorisation de la biomasse lignocellu-

losique au sein des bioraffineries, il est d’abord nécessaire de s’attarder sur la com-

position ainsi que l’organisation structurale de cette biomasse.

1.2 La biomasse lignocellulosique (BLC)

La biomasse lignocellulosique (BLC) représente la biomasse la plus répandue à

l’échelle du globe [85]. La lignocellulose est extrêmement présente au sein des végé-

taux, où elle constitue un tissu de soutien, la paroi cellulaire. Ce rôle de soutien,

permettant la croissance verticale des végétaux, est permis par une organisation

structurale et une composition chimique particulière. Cette composition chimique

en fait une alternative au pétrole particulièrement intéressante, puisque que la BLC

est principalement constituée de polymères de sucres : cellulose et hémicelluloses,

présentant un fort intérêt pour les biotechnologies, et d’un polymère de composés

aromatiques : la lignine, particulièrement intéressante pour des applications en chi-

mie verte. De plus, la BLC se caractérise par une forte disponibilité, notamment sous

forme de co-produits d’exploitation agricole ou forestière, et elle présente un taux

de renouvellement que l’on estime aux alentours de 1010 Mt par an [8]. Enfin, la BLC

étant générée par captation du CO2 par les végétaux, son exploitation implique un

cycle carbone court, présentant un impact environnemental réduit par rapport à celle

du pétrole. Ces différentes caractéristiques permettent d’expliquer l’intérêt croissant

suscité par cette ressource.

1.2.1 Principaux composants de la lignocellulose

Cellulose : La cellulose est un homopolymère linéaire de D-glucose. Les mo-

lécules de glucose sont organisées en dimères, appelés cellobiose, eux même reliés

entre eux par des liaisons β1-4. Cette liaison présente la particularité d’être difficile-

ment hydrolysable, ce qui confère à la cellulose une certaine résistance chimique. Les

chaines de cellulose s’organisent parallèlement les unes aux autres, formant des mi-

crofibrilles. L’intégrité de ces structures est assurée par la présence de nombreuses

liaisons hydrogènes interchaines. Ces microfibrilles s’organisent à leur tour en fi-

brilles puis en fibres de celluloses. Pour finir, la cellulose peut se trouver sous deux
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formes : amorphe et cristalline [86]. Cette dernière forme est majoritaire et plus ré-

sistante aux contraintes chimiques que la forme amorphe.

hémicelluloses : Les hémicelluloses représentent une famille d’hétéropolymères

branchés. Elles sont constituées d’une chaine linéaire de glucoses reliés par des liai-

sons β1-4, cette chaine présente des ramifications osidiques notamment constituées

de xylose, de galactose ou en encore de fucose. Les hémicelluloses jouent entre autre

le rôle de pontage entre les fibres de cellulose, augmentant ainsi la résistance méca-

nique de la lignocellulose.

Lignines : Les lignines sont des polymères réticulés de composés aromatiques.

Elles sont composés de trois monomères : l’alcool coumarylique (unité H), l’alcool

coniférylique (unité G) et l’alcool sinapylique (unité S). Ces sous unités diffèrent par

le nombre de groupements méthoxy présents autour du cycle aromatique. Les li-

gnines sont présentes en plus au moins grande quantité selon les espèces végétales

considérées, mais aussi les différents organes au sein d’une même plante. Réliées aux

polymères de sucres par l’intermédiaire de molécules telles que l’acide férulique et

l’acide coumarique, les lignines enveloppent le complexe cellulose/hémicelluloses

et apportent un renfort mécanique à la lignocellulose, mais aussi chimique, leur hy-

drophobicité limitant l’action des enzymes.

1.2.2 La lignocellulose, principal constituant de la paroi des cellules vé-

gétales

La lignocellulose constitue la paroi des cellules végétales, et assure à la fois un

soutien mécanique et une résistance à l’action des enzymes. A l’échelle de la cel-

lule, la lignocellulose peut présenter différentes organisations spatiales ; on distingue

ainsi la paroi primaire de la paroi secondaire. La paroi primaire, présente autour

des cellules végétales jeunes et non différenciées, est constituée d’une succession de

couches de celluloses relativement lâches et ne présentant pas d’orientation parti-

culière. De plus, cette paroi est riche en eau (entre 60 et 80 %) ce qui confère une

certaine souplesse à l’ensemble. La paroi secondaire est elle aussi constituée de cel-

lulose, mais cette dernière y est bien plus concentrée et l’orientation des couches
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successives de cellulose est organisée de telle sorte que le matériau soit résistant à la

traction dans toute les dimensions de l’espace. De plus, la paroi secondaire contient

de la lignine, ce qui renforce sa résistance. Pour finir, toutes les cellules ne déve-

loppent pas de paroi secondaire, on la trouve dans les cellules différenciées présen-

tant un rôle de soutien mécanique pour la plante. La jonction entre les parois de

deux cellules adjacentes est assurée par la lamelle moyenne, majoritairement consti-

tuée de pectine.

De part sa composition, la biomasse lignocellulosique est donc une ressource

intéressante en tant que substitut au pétrole, en effet, cellulose, hémicelluloses et

lignines peuvent être utilisées pour produire de l’énergie, principalement sous forme

de biocarburants, ou peuvent servir de molécules plateformes biosourcées, utilisable

dans divers domaines d’applications.

FIGURE 1.1 – Schéma de structure de la lignocellulose au sein de la
plante, d’après [195].

1.3 Voies de valorisation de la biomasse lignocellulosique

1.3.1 Production de biocarburants

De nombreuses études se sont portées sur la production de carburant à partir de

biomasse. Trois générations de biocarburants ont ainsi été développées.
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La première génération de biocarburants s’est développée autour de l’utilisation

de plantes oléifères (colza, tournesol) ou de plantes sucrières (betterave, canne à

sucre). Cependant, l’utilisation de ces plantes à des fins énergétiques s’est révélée

problématique dans la mesure où elle entre en compétition avec les usages alimen-

taires de ces mêmes plantes [99].

C’est pourquoi une seconde génération de biocarburants est actuellement déve-

loppée. Cette nouvelle génération se base sur l’utilisation des parties des plantes non

destinées à l’alimentation et sources importantes de lignocellulose : feuilles, paille,

bois, etc . . . Cette stratégie permet de s’affranchir de la compétition avec les usages

alimentaires en produisant du bioéthanol par fermentation des sucres, contenus

dans la lignocellulose, à l’aide de microorganismes tels que des levures. Cependant,

les procédés de production de carburants à partir de BLC sont encore très coûteux

par rapport aux procédés basés sur l’utilisation du pétrole. Cela peut s’expliquer

par la nécessité d’un prétraitement de la BLC afin de faciliter l’accès de la cellulose

aux enzymes assurant son hydrolyse. Certains prétraitements générant des compo-

sés inhibant la croissance des microorganismes, une étape de détoxification peut être

nécessaire. Enfin une dernière étape de distillation est nécessaire afin de purifier le

bioéthanol produit par fermentation des sucres [93, 99].

Pour finir, une troisième génération de biocarburants basée sur l’utilisation de

biomasse algale commence à se développer [143]. Cette production peut se faire se-

lon deux modes de culture : intensif en photobioréacteurs ou extensif en bassins

ouverts aussi appelés raceway. Bien que très prometteuses de part l’importante cap-

tation du CO2 par les microalgues et la possibilité d’utiliser des eaux usées comme

milieux de culture, ces technologies se heurtent à deux verrous majeurs. Le déve-

loppement de photobioréacteurs est extrêmement coûteux car nécessitant l’optimi-

sation de nombreux paramètres tels que l’homogénéité de l’éclairage des cellules et

de la répartition du CO2 ou encore la limitation de formation de biofilms. Quant aux

raceways, étant des milieux ouverts, ils peuvent être sujets à des contaminations par

d’autres espèces de microorganismes, c’est pourquoi des milieux sélectifs, présen-

tant par exemple une forte salinité sont utilisés. Toutefois, cela implique d’utiliser

des souches de microalgues elles mêmes capables de supporter des milieux salins,
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et dans tous les cas, les cultures en raceway sont sujets aux contraintes météorolo-

giques et saisonnières.

Ainsi, la production de carburants à partir de biomasse se développe de plus

en plus, au travers de différentes stratégies. Cependant, les procédés de seconde et

de troisième génération sont, pour la plupart encore trop chers pour permettre une

production de bioethanol à des prix permettant d’être compétitifs par rapport aux

carburants pétrosourcés.

1.3.2 Production de molécules biosourcées

Comme évoqué dans la partie précédente, la lignocellulose est principalement

constituée de polymères de sucres et de polymères de composés aromatiques. Une

fois la biomasse fractionnée, ces composés peuvent être utilisés pour produire des

molécules d’intérêt, soit par synthèse chimique dans le cas des composés phéno-

liques, soit par fermentation microbienne dans le cas de la cellulose et des hémicel-

luloses.

Les lignines représentent les principaux co-produits de l’industrie papetière [95].

Leur utilisation s’est longtemps limité à de la combustion de manière à produire

de l’énergie [14, 223]. Cependant, la lignine s’est aussi révélée être une source im-

portante de monomères d’intérêt pour la chimie. L’utilisation de ces monomères ou

de leurs dérivés fait l’objet de nombreuses études, parmi les différents domaines

d’applications on peut citer : la synthèse d’additifs incorporables dans des poly-

mères, leur conférant des propriétés antioxydantes ou antimicrobiennes, la fabrica-

tion d’adhésifs, de résines époxy ou encore de fibres de carbone biosourcées [58, 80,

175, 176].

Les biotechnologies représentent une autre voie de production de molécules d’in-

térêt à partir de BLC. Si la production de bioéthanol est la voie de valorisation la

plus courante de la cellulose par fermentation microbienne, l’évolution du génie

génétique permet aujourd’hui d’utiliser des microorganismes génétiquement mo-

difiés pour produire des molécules à haute valeur ajoutée. On peut par exemple

citer le xylitol, obtenu par fermentation du xylose contenu dans les hémicellulose

[3, 27, 32, 142, 169], le N-acetylglucosamine à partir de glucose [108, 109], l’acide
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poly-γ-glutamique [199] et l’acétoïne [41] obtenus par fermentation d’un mélange

glucose/xylose, ou encore l’acide lactique et l’acide succinique [164].

Cependant, si la composition de la lignocellulose en fait une ressource de choix

pour des applications en chimie et en biotechnologies, son organisation structurale

représente un frein important à son exploitation. En effet, la cristallinité de la cel-

lulose ainsi que l’hydrophobicité du réseau de lignine confèrent à la lignocellulose

une forte récalcitrance au fractionnement. Afin de pouvoir exploiter les composés

de cette biomasse, des prétraitements visant à diminuer cette récalcitrance ont donc

été développés.

1.4 Procédés de prétraitements de la biomasse lignocellulo-

sique

Les différentes méthodes développées pour fractionner la biomasse lignocellulo-

sique ont fait l’objet de multiple revues [8, 39, 66, 97, 166, 186]. Ces procédés, ayant

pour but de favoriser la déconstruction de la lignocellulose afin de permettre l’ac-

cès à la cellulose et aux sucres en général, doivent obéir à un certain nombre de

critères [39]. Ils doivent limiter au maximum la dégradation des sucres et favoriser

l’hydrolyse et la fermentation de la cellulose. Ils doivent donc, dans la mesure du

possible, ne pas générer de co-produits qui seraient toxiques pour des microorga-

nismes fermentaires. Il est aussi nécessaire d’éviter d’avoir recours à des produits

chimiques corrosifs et présentant un impact non négligeable sur l’environnement.

Enfin, le prétraitement représentant l’étape la plus coûteuse de la valorisation de la

lignocellulose, il est nécessaire de minimiser au maximum les coûts opératoires. Mal-

heureusement, il n’existe à l’heure actuelle aucun procédé permettant de répondre à

tous ces critères. Diverses techniques ont été développées, elles peuvent être regrou-

pées dans quatre catégories : les procédés physiques, chimiques, physico-chimiques

et biologiques. Chaque méthode présente ses avantages et inconvénients comme

illustré dans le Tableau 1.1.

Haghighi Mood et al. proposent une étude détaillée des différents types de pré-

traitements utilisables [66] :
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1.4.1 Procédés de prétraitements physiques

Broyage : Le broyage de la biomasse est souvent la première étape indispensable

au prétraitement de la biomasse lignocellulosique dans la mesure où elle va

permettre de réduire la taille des particules à traiter et ainsi augmenter le ratio

entre surface spécifique et volume de biomasse. Cependant, c’est à l’heure

actuelle une étape consommatrice d’énergie.

Extrusion : L’extrusion permet de simultanément mélanger la matière, de la chauf-

fer par application de pression et de la cisailler mécaniquement. C’est un pro-

cédé simple à monter en échelle et fortement adaptable. Dans des conditions

optimisées, il est possible de minimiser le temps de séjour de la biomasse et

de limiter l’échauffement de la matière, permettant de réduire la dégrada-

tion des sucres et ainsi la production de co-produits tels que le furfural ou le

5-hydroxymethylfurfural (HMF). Enfin, ce procédé ne génère pas d’effluent

liquide et limite donc la production de déchets. Toutefois, la faisabilité tech-

nique et économique d’un tel procédé restent à étudier [47].

Micro-onde : L’application de micro-ondes à la biomasse lignocellulosique per-

met une deconstruction de la cellulose. Le procédé est rapide, présente une

action uniforme et est moins consommateur d’énergie par rapport à des pro-

cédés de chauffage conventionnel. Cependant, la montée en échelle d’un tel

procédé peut se révéler complexe et coûteuse.

Congélation : Procédé moins conventionnel, la congélation aurait permis la dé-

construction efficace de paille de blé. Néanmoins le procédé reste coûteux en

énergie et la question de son impact environnemental peut être posée.

1.4.2 Procédés de prétraitements chimiques

Hydrolyse acide [190, 206, 224] : L’hydrolyse acide, couramment réalisée avec

de l’acide sulfurique, entraine l’hydrolyse des hémicelluloses, permettant ainsi

l’accès à la cellulose par les enzymes. L’hydrolyse acide peut être réalisée

soit par utilisation d’acide concentré à basse température, soit par utilisation

d’acide dilué mais à haute température. L’utilisation d’acide concentré, bien
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que plus économique d’un point de vue énergétique, présente une forte toxi-

cité ainsi que des conditions extrêmement corrosives, nécessitant l’utilisation

d’équipements adaptés et donc coûteux. De plus, la forte acidité favorise la

dégradation des sucres en HMF et furfural. Pour sa part l’utilisation d’acide

dilué requiert plus d’énergie du fait des conditions de température plus éle-

vées. Ces conditions thermiques entrainent d’ailleurs la dégradation du HMF

et du furfural en acide formique et lévulinique. Toutefois, l’utilisation d’acide

dilué reste moins contraignante et est donc plus largement adoptée à l’échelle

industrielle.

Traitement alcalin [132, 190] : Le traitement de la biomasse par une solution al-

caline permet une délignification ainsi qu’une élimination des groupements

acétyles et des acides uroniques. En revanche, contrairement à l’hydrolyse

acide, l’hydrolyse des hémicelluloses et de la cellulose est réduite. De plus, ce

procédé implique des temps de séjours plus longs que d’autres techniques, et

une étape de neutralisation est nécessaire afin de pouvoir réaliser l’hydrolyse

enzymatique des polymères de sucres puis leur fermentation.

Liquides ioniques [1, 61, 72] : Les liquides ioniques correspondent au mélange

de cations organiques, présentant généralement un poids moléculaire impor-

tant, et d’anions inorganiques, de poids moléculaire plus faible. Ils présentent

l’avantage de permettre une dissolution simultanée de la lignine et des poly-

mères de sucres. Ils agissent par formation de liaisons hydrogènes entre des

ions non hydratés et les groupements hydroxyle de la cellulose, permettant

la dissolution de cette dernière. Les liquides ioniques présentent l’avantage

d’être peu toxiques et d’être stables chimiquement et thermiquement. En re-

vanche, ils présentent un coût élevé, ils inactivent les cellulases, et sont géné-

ralement visqueux, ce qui peu rendre leur manipulation difficile.

Traitement Organosolv [10] : Le traitement Organosolv consiste en l’utilisation

de solvants organiques possiblement couplée à l’utilisation de catalyseurs,

des acides organiques ou inorganiques. Ce procédé entraine le clivage des

liaisons réticulant la lignine ainsi que des liaisons entre la lignine et les hé-

micelluloses. Il permet donc un traitement efficace des biomasses riches en
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lignine, et l’obtention d’une fraction enrichie en lignine relativement pure.

Toutefois, les solvants utilisés sont volatiles, inflammables et peuvent inhiber

les microorganismes fermentaires, il est donc nécessaire d’ajouter une étape

de récupération des solvants afin de pouvoir les recycler.

1.4.3 Procédés de prétraitements physico-chimiques

Explosion à la vapeur [81, 190] : L’explosion à la vapeur permet d’associer un

traitement thermique, mécanique et une hydrolyse par imprégnation de la

matière par de la vapeur d’eau sous pression suivie d’un retour brutal à la

pression atmosphérique. L’efficacité du procédé peut être améliorée par ajout

d’acide dilué, néanmoins, les conditions acides peuvent entrainer la dégrada-

tion des sucres en HMF et fufural, eux mêmes dégradés en acides formique

et lévulinique. Toutefois, ce procédé nécessite des investissements faibles par

rapport aux autres alternatives, tout en présentant de bons rendements. Ces

avantages en font une des techniques les plus couramment utilisées à l’échelle

industrielle.

Ammonia Fiber Expansion (AFEX) [16] : Ce procédé repose sur le même prin-

cipe que l’explosion à la vapeur, mais de l’ammoniaque est utilisé en lieu et

place de la vapeur d’eau. Le traitement est généralement réalisé à haute pres-

sion (20bar) et à des températures comprises entre 60 et 120 ◦C. A l’instar

d’un prétraitement alcalin, la libération des sucres est limitée, de part leur

faible solubilité dans l’ammoniaque. Toutefois, en clivant les liaisons entre

la lignine et les carbohydrates, le procédé accroit la porosité du materiau li-

gnocellulosique et par conséquent sa digestibilité enzymatique. De plus, il

n’y a pas de génération d’effluent liquide du fait du point d’ébullition bas de

l’ammoniaque. Néanmoins, ce dernier est coûteux et présente un fort impact

environnemental, son recyclage est donc nécessaire.

CO2 supercritique : Reposant là encore sur le même principe que les deux pro-

cédés précédents, l’utilisation de CO2 supercritique présente l’avantage de

nécessiter des température moins élevées que l’explosion à la vapeur et d’être
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moins coûteux que l’AFEX. Le CO2 est non toxique et non inflammable, il at-

teint l’état supercritique dans des conditions de température et de pression

modérées : 31 ◦C et 7 bar. L’hydrolyse des hémicelluloses est assurée par la

formation d’acide carbonique, faiblement corrosif. Enfin, à l’instar de l’am-

moniaque, le CO2 est facilement éliminé par évaporation, ce qui limite la pro-

duction d’effluents liquides.

Eau surchauffée [78, 226, 227] : Ce procédé consiste en la mise en contact de la

biomasse lignocellulosique avec de l’eau chauffée à des températures com-

prises entre 160 et 220 ◦C et maintenue à l’état liquide par l’application de

hautes pressions. Contrairement aux procédés précédents, il n’y a pas d’étape

de dépressurisation. Cette méthode conduit à la formation d’une fraction so-

lide contenant la cellulose non hydrolysée ainsi que la lignine non dégradée,

et d’une fraction liquide obtenue par hydrolyse des hémicelluloses. Contrai-

rement à l’explosion à la vapeur, la génération de co-produits est limitée par

régulation du pH. Toutefois, en raison des hautes pressions et températures

utilisées, ce procédé présente un coût énergétique élevé.

Oxydation : L’oxydation de la biomasse est réalisée par action de l’oxygène sur

le matériau lignocellulosique à température supérieure à 120 ◦C et à une pres-

sion comprise entre 5 et 20 bar. Cette technique entraine une hydrolyse des

hémicelluloses ainsi qu’une dégradation de la lignine. La génération de co-

produits est inférieure à celle observée dans le cas de l’explosion à la vapeur,

mais l’utilisation d’équipements spécifiques et de catalyseurs en font un pro-

cédé coûteux.

1.4.4 Procédés de prétraitements biologiques

Les procédés biologiques de déconstruction de la lignocellulose reposent géné-

ralement sur l’utilisation de champignons lignolytiques, permettant d’éliminer la

lignine et donc de rendre la cellulose et les hémicelluloses accessibles aux enzymes.

Cette méthode permet donc de limiter l’usage de produits chimiques et présente

ainsi un faible impact environnemental et un coût réduit [15, 121, 178, 189]. Toute-

fois, si ce procédé est efficace et sélectif, il présente plusieurs inconvénients qui, à
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l’heure actuelle, limitent son utilisation : les rendements sont fortements influencés

par la taille des particules utilisées et donc par l’étape de broyage de la biomasse, en-

suite, la croissance des champignons nécessite un contrôle stricte des conditions de

culture (humidité, température, . . . ), enfin le processus est long et requiert beaucoup

d’espace. De plus, dans le cas de procédés nécessitant de conserver des conditions

stériles, la montée en échelle peut se révéler couteuse [189]

1.4.5 Effets des prétraitements sur la biomasse

Tous les procédés de prétraitement précédemment cités n’agissent pas de la même

manière sur la lignocelluse, Seidl et al. distinguent ainsi six actions distinctes [186] :

— Une diminution de la cristallinité de la cellulose ainsi que de son degré de

polymérisation (Traitement basique, Organosolv, liquides ioniques et prétrai-

tements biologiques).

— Séparation de tout ou partie de la lignine, des hémicelluloses et de la cellu-

lose par clivage des groupements αet β-aryl-ethers, methoxyles et des liaisons

carbone-lignine (Traitement basique, biologique, oxydatif, liquides ioniques

et Organosolv).

— Réduction du degré de polymérisation et altération ou redistribution du ré-

seau de lignine (Explosion à la vapeur, traitement basique et oxydatif).

— Dépolymérisation ou dissolution des hémicelluloses en clivant les groupe-

ments acétyles, les glycosides ou les ester uraniques (Traitement à l’acide di-

lué, explosion à la vapeur, liquide ionique et eau surchauffée).

— Modification chimique des sucres (Traitement acide et explosion à la vapeur).

— Augmentation de la porosité, de la surface spécifique et réduction de l’épais-

seur du matériau (Traitement physique, explosion à la vapeur et AFEX 1).

En résumé, l’étape de prétraitement de la biomasse est cruciale dans la mesure où

elle conditionne les opérations en aval dont le but est de valoriser cette biomasse. En

effet, le choix de la méthode de prétraitement influe entre autre sur le rendement du

produit final que l’on cherche à obtenir, les besoins en eau et en énergie, la formation

1. Ammonia Fiber Expansion
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de produits de dégradation mais aussi sur les coûts en terme de matériel, de solvants

et d’étapes de purification/séparation [39, 186].

L’hydrolyse acide et l’explosion à la vapeur sont, à l’heure actuelle, les procédés

les plus couramment utilisés. Ils génèrent une fraction solide et une fraction liquide.

La fraction solide contient la cellulose non hydrolysée ainsi que la lignine qui n’a

pas été dégradée. La fraction liquide contient quant à elle les sucres, principalement

des pentoses, issus de l’hydrolyse des hémicelluloses, ainsi que des composés issus

de la dégradation des sucres et de la lignine.

La fraction solide est généralement utilisée pour la production de bio-ethanol

par fermentation de la cellulose, soit après hydrolyse de la cellulose dans le cadre

de procédés SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), soit dans le cadre d’un

procédé SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation) [83].

La fraction liquide, communément appelée hydrolysat hémicellulosique ou "jus

de pentoses" est généralement riche en xylose. Elle peut être valorisée de diverses

manières.

1.5 Voies de valorisation des hydrolysats hémicellulosiques

Afin de rendre la production de bioéthanol économiquement compétitive par

rapport aux carburants petrosourcés, il est nécessaire de développer des voies de

valorisation des fractions hémicelluloses et lignines contenues dans la biomasse li-

gnocellulosique [43, 223]. En ce qui concerne la fraction hémicelluloses, plusieurs

voies de valorisation sont à l’étude, la plupart reposant sur la valorisation des sucres

hémicellulosiques, et en particulier le xylose.

1.5.1 Valorisation par voie chimique

Les pentoses peuvent être valorisés par voie chimique pour la production de mo-

lécules d’intérêt telles que des molécules plateformes, aussi appelées synthons, des

surfactants ou des biopolymères. Ces voies de valorisation nécessitent néanmoins

une étape amont de purification. Blanc et al. ont donc mis au point un procédé com-

binant de l’ultrafiltration, de l’électrodialyse ainsi que l’utilisation de résines échan-

geuses d’ions pour purifier des pentoses issus d’un hydrolysat de son de blé [24].
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Bien que nécessitant trois étapes successives, ce procédé permet toutefois une ré-

cupération de plus de 80% de l’acide sulfurique employé dans le procédé, et une

diminution de la quantité d’eau et d’énergie requises pour la purification des pen-

toses.

Toutefois, il est aussi possible de valoriser les pentoses contenus dans les hydro-

lysats d’hémicelluloses, sans qu’ils soient purifiés, en ayant recours à des procédés

biotechnologiques.

1.5.2 Valorisation par voies biotechnologiques

L’utilisation de microorganismes capables de métaboliser les pentoses a rendu

possible la production de molécules d’intérêt à partir d’hydrolysats d’hémicellu-

loses. Au Brésil, la production de sucre et de bioéthanol à partir de canne à sucre

génère une quantité importante de bagasse de canne à sucre. Cette biomasse est gé-

néralement brulée à des fins de production d’énergie. Cependant, seule la moitié est

nécessaire pour alimenter les usines de production de sucre et de bioéthanol, l’autre

moitié peut donc être valorisée par fermentation dans la mesure où elle est riche en

sucres, pentoses et hexoses [14, 223]. Ainsi, Baeta et al. ont mis au point un procédé de

valorisation des pentoses s’articulant en deux étapes : lors de la première étape, les

pentoses ainsi que les dérivés furaniques présents dans l’hydrolysat sont convertis

en acides gras volatiles et dihydrogène par acidogenèse. Dans un deuxième temps,

au cours de la méthanogenèse, ces acides gras volatiles sont convertis en méthane

et dioxyde de carbone pouvant être utilisés à des fins énergétiques [14]. Xavier et al.

ont, pour leur part, proposé une voie de valorisation des pentoses en huiles micro-

biennes. Il existe des microorganismes produisant des huiles pouvant être utilisées

à des fins énergétiques au même titre que les huiles végétales. C’est le cas de Li-

pomyces starkeyi, microorganisme capable d’utiliser divers sources de carbone, et no-

tamment l’acide acétique ainsi que le xylose présents dans les hydrolysats d’hémicel-

luloses [223]. On peut enfin citer la production d’autres molécules d’intérêt telles que

l’acide propionique, le xylitol ou encore la validamycine, un antifongique [43, 111,

236]. L’utilisation d’hydrolysats d’hémicellulose pour la production de ces molécules

revêt un intérêt à la fois économique et environnemental. Dans le cas de la produc-

tion de validamycine, l’utilisation d’hydrolysats d’hémicellulose permet d’abaisser
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les coûts de production de la molécule, le procédé classique utilisant des quantités

importantes d’amidon. En ce qui concerne le xylitol et l’acide propionique, l’utili-

sation de biomasse lignocellulosique permet de diminuer l’impact environnemental

de leur production, la production chimique du xylitol se faisant généralement à 80

- 140 ◦C et 50 bar et ayant recours à l’utilisation de Nickel et de Ruthénium, l’acide

propionique est quant à lui généralement produit à partir de molécules petrosour-

cées. Les molécules produites à partir d’hyrolysats d’hémicelluloses, ainsi que les

microorganismes utilisés, sont résumés dans le Tableau 1.2.

TABLE 1.2 – Molécules produites à partir d’hydrolysats d’hémicellu-
lose

Molécule Microorganisme Référence

H2, CH4, CO2 Consortium [14]
Huiles microbiennes Lipomyces starkeyi [223]
Xylitol Candida guilliermondii [43]
Acide propionique Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 [111]
Validamycine Streptomyces hygroscopicus [236]

Cependant, la valorisation des hydrolysats d’hémicellulose est rendue complexe

par la présence de produits de dégradation des sucres et de la lignine, résultant des

conditions physico-chimiques des procédés de prétraitement. En effet, ces composés

ont pour la plupart une action inhibitrice sur les microorganismes fermentaires [83,

84, 157–159].

1.6 Composés inhibiteurs générés lors du prétraitement de

la biomasse

1.6.1 Origines des composés inhibiteurs

Ces composés inhibiteurs sont couramment regroupés en trois grandes classes [158].

On retrouve ainsi les dérives furaniques : le furfural et le 5-hydroxyméthyl-furfural

(HMF), généralement formés par déshydratation des pentoses et des hexoses [54, 55,

71, 162]. Viennent ensuite les acides carboxyliques tels que l’acide acétique, l’acide

lévulinique et l’acide formique. L’acide acétique est généré lors de la désacétylation

des hémicelluloses. L’acide lévulinique et l’acide formique proviennent quant à eux

de la dégradation des dérivés furaniques cités précédemment [19, 84]. Pour finir, les
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composés phénoliques : ces composés proviennent pour la plupart de la dégrada-

tion du réseau de lignine au cours du prétraitement [54, 55, 107, 215]. Cette classe

d’inhibiteurs est plus complexe à étudier que les autres dans la mesure où la teneur

et la composition en composés phénoliques d’un hydrolysat de BLC dépendent for-

tement du procédé de prétraitement employé ainsi que de la biomasse de départ,

les plantes annuelles, le bois de feuillus ou de résineux ne présentant pas les mêmes

proportions en sous unités G, S et H de la lignine [158, 215, 228, 229].

L’origine des différents composés présents dans les hydrolysats hémicellulosiques

est illustrée sur la Figure 1.2.

FIGURE 1.2 – Origines des différents composés présents dans les hy-
drolysats hémicellulosiques. Extrait de Jonsson et al. [84].

1.6.2 Mécanismes d’action des composés inhibiteurs

La production de bioethanol par fermentation des sucres contenus dans les hy-

drolysats de biomasse lignocellulosique a fait l’objet de nombreuses études. Beau-

coup de ces études reposaient sur l’utilisation de levures telles que Saccharomyces

cerevisiae ou Pichia stipitis. La compréhension des mécanismes d’action des différents

composés inhibiteurs sur les microorganismes a donc représenté une étape clé de
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l’amélioration de la production d’éthanol ou d’autres molécules d’intérêt à partir de

biomasse lignocellulosique.

Dérivés furaniques

Les dérivés furaniques, 5-hydroxymethylfurfural (HMF) et furfural, sont générés

par déshydratation des sucres, respectivement les hexoses et les pentoses, suite aux

conditions de température et d’acidité créées lors du prétraitement de la biomasse

par explosion à la vapeur ou acide dilué.

Ces composés ont fait l’objet de beaucoup d’études dans le cadre de la produc-

tion de bio-éthanol par des levures à partir de biomasse lignocellulosique prétrai-

tée [7, 12, 13, 73, 75, 104, 173, 185, 230], mais aussi dans d’autres cadres d’applications

comme la production de biohydrogène par consortium microbiens [69, 135, 172] ou

la production de molécules à haute valeur ajoutée [193]. Ces études ont ainsi permis,

d’une part, de comprendre le mode d’action de ces deux composés sur la physiolo-

gie des microorganismes, et d’autre part, d’envisager des méthodes permettant de

limiter leur potentiel inhibiteur sur les microorganismes d’intérêt.

Selon les microorganismes utilisés ainsi que la source de carbone majoritaire,

plusieurs effets des dérivés furaniques sur la physiologie des microorganismes ont

été observés. La plupart des études se concentrent sur les effets des inhibiteurs en

présence de xylose dans la mesure où il s’agit du sucre majoritaire dans les hydro-

lysats hémicellulosiques, mais certains auteurs ont étudié en parallèle les effets du

HMF et du furfural dans le cas de croissance sur glucose [12, 69]. Les souches uti-

lisées, les concentrations en inhibiteurs ainsi que la source de carbone choisie sont

résumées dans le Tableau 1.3. Une majorité d’études rapportent une diminution du

taux de croissance spécifique (μ), un allongement du temps de latence de la culture,

une augmentation de l’activité respiratoire ainsi qu’une diminution du pouvoir ré-

ducteur de la cellule [7, 12, 185], mais d’autres effets sur le métabolisme ont été re-

censés : clivage de l’ADN, perturbation de la synthèse de protéines et d’ARN, ou

encore, la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) [13, 104, 131, 185, 233].

Les effets du furfural et du HMF sur le métabolisme des sucres, glycolyse et voie

des pentoses phosphates (PPP) ont été étudiés plus en détail. En effet, la plupart des
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levures utilisées dans les différents articles étaient capable de diminuer l’action in-

hibitrice des dérivés furaniques en métabolisant ces derniers. Ask et al. ont étudié

l’action du HMF et du furfural sur une souche de Saccharomyces cerevisiae consom-

matrice de xylose, en présence de glucose ou de xylose. Leurs résultats montrent

des effets différents des inhibiteurs selon la source de carbone disponible. En pré-

sence de glucose, le rendement en glycerol diminue mais le rendement en acétate

augmente, signe d’une augmentation de la production de pouvoir réducteur sous la

forme de NADPH. En présence de xylose, les auteurs rapportent une augmentation

des rendements en glycerol et en acetate, à l’inverse, le rendement en xylitol dimi-

nue. Le pouvoir réducteur de la cellule, sous forme de NADH ou NADPH, diminue

lui aussi. L’analyse du transcriptome de la cellule a permis de montrer l’activation

de voies métaboliques NADPH dépendantes [12]. Ask et al. ont observé une plus

forte sensibilité de S. cerevisiae en présence de xylose qu’en présence de glucose. Ils

expliquent cette différence de sensibilité par le fait que le métabolisme du xylose ap-

porte moins d’énergie que celui du glucose à concentration équivalente. Franden et

al. ont aussi comparé les effets de composés inhibiteurs, en présence de glucose ou

de xylose, sur Zymomonas mobilis, en revanche, contrairement à l’étude précédente,

ils n’ont pas observé de différence de toxicité des dérivés furaniques entre les deux

sources de carbone [55].

Toutefois, différentes études concordent sur le fait que la présence de dérivés

furaniques entraine une consommation du pouvoir réducteur de la cellule. Cette ob-

servation a permis de développer la résistance des microorganismes à ces composés

inhibiteurs [7, 12, 13, 73, 185]. En effet, la surexpression de gènes codant pour des

alcool déshyrogénase a permis d’accélerer la conversion des dérivés furaniques en

composés moins toxiques. Les alcools déshydrogénases sont des enzymes catalysant

la reaction :

R−OH + NAD(P)+
−−⇀↽−− R−CO2H + NAD(P)H + H+

Ainsi, la réduction du pouvoir réducteur des microorganismes s’explique au

travers de son utilisation par les alcool déshydrogénases qui convertissent alors le

furfural et le HMF en alcools, moins toxiques pour la cellule. Les enzymes ADH1,
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ADH6, ADH7, ZWF1, ARI1 sont couramment citées comme étant les principales ac-

trices des mécanismes de résistance aux dérivés furaniques [7, 13, 73, 75, 104, 162,

185]. En revanche, cette conversion en alcool ne semble être valable que pour des

conditions de culture anaérobies, en conditions aérobies, la conversion des dérivés

furaniques est orientée vers la production d’acides [13, 75]. Enfin, les voies méta-

boliques impliquées dans les mécanismes de détoxification semblent dépendre des

concentrations en inhibiteur, en effet, Heer et al. rapportent qu’à basse concentra-

tion, la conversion du furfural par S. cerevisiae est NADH dépendante alors qu’à des

concentrations plus élevées le processus devient NADPH dépendant [73] et on peut

observer une augmentation de la production de NADPH par la voie des pentoses

phosphates (PPP).

En résumé, HMF et furfural, en interagissant avec les alcool déshydrogénases

impliquées dans la glycolyse ou la voie des pentoses phosphates, perturbent l’équi-

libre énergétique de la cellule qui s’oriente vers des mécanismes de détoxification

via des réactions consommatrices de pouvoir réducteur sous forme de NADH ou

NADPH. Les dérivés furaniques sont aussi suspectés d’interagir avec les processus

de réplication et de transcription de l’ADN, ainsi que la synthèse de protéines [12,

104, 131]. Cependant, si les dérivés furaniques sont considérés comme les composés

inhibiteurs les plus toxiques pour les levures fermentant les hydrolysats de BLC, la

surexpression de gènes codants pour des alcools déshydrogénases a permis d’aug-

menter la résistance de ces microorganismes vis à vis du furfural et du HMF.

Acides carboxyliques

Comme évoqué en introduction de cette partie, certains acides carboxyliques,

tels que l’acide acétique, l’acide formique ou encore l’acide lévulinique, sont souvent

présents dans les hydrolysats d’hémicellulose. Dans la mesure où leur présence af-

fecte les rendements de production de bioéthanol par fermentation, le mode d’action

de ces composés a aussi fait l’objet d’un certain nombre d’études sur des levures ou

des bactéries [62, 124, 131, 153, 177, 222, 229].
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Plusieurs mécanismes expliquant la toxicité des acides carboxyliques sur les mi-

croorganismes fermentaires ont été identifiés : la dissociation des acides dans le cy-

toplasme de la cellule, l’accumulation d’anions dans le milieu intracellulaire, et l’in-

teraction de ces derniers avec des enzymes impliquées dans le métabolisme de la

cellule. Les pKa des acides acétique, formique et lévulinique sont respectivement (à

25 ◦C) 4,76 ; 3,75 et 4,64. Ainsi, pour des fermentations conduites à des pH compris

entre 3 et 4, ces acides seront majoritairement protonés. Sous cette forme, ces com-

posés sont peu polaires ce qui leur permet de traverser la membrane plasmique des

microorganismes, soit par diffusion, soit via des transporteurs (aquaglyceroporine

fps1p pour l’acide acétique [222]). Une fois dans le cytoplasme, sous l’effet du pH

intracellulaire plus élevé, autour de 7, les acides vont se dissocier, entrainant une ac-

cumulation de protons et d’anions dans la cellule. L’accumulation de protons dans

le cytoplasme résulte logiquement en une acidification de ce dernier, le microorga-

nisme a alors recours à des pompes ATP-dépendantes permettant l’évacuation de ces

protons dans le milieu extracellulaire. Si la quantité de protons est trop importante

pour la cellule, on observe un épuisement des réserves énergétiques de la cellule ce

qui a pour effet de ralentir son métabolisme. Il est intéressant de noter qu’à faible

dose, l’acide acétique, en induisant l’action de pompes ATP-dépendantes pour éva-

cuer le surplus de protons dans le cytoplasme, peut stimuler la production d’ATP

par fermentation et par conséquent la production d’éthanol chez certaines souches

de levures [84, 158].

Cependant, les formes dissociées des acides carboxyliques, au contraire des formes

protonées, ne diffusent pas de manière passive au travers de la membrane plasmique

des microorganismes. Ainsi, dans le cas de fermentations bactériennes, générale-

ment conduites à des pH plus proches de la neutralité, entre 6 et 8, les acides sont

majoritairement dissociés dans le milieu extracellulaire, le mécanisme de dissocia-

tion décrit précédemment ne permet donc pas d’expliquer le phénomène d’inhibi-

tion observé. Cela a conduit à l’hypothèse d’un second mécanisme d’action : l’accu-

mulation d’anions dans le cytoplasme [158, 229]. Selon cette théorie, les formes anio-

niques des acides seraient captées par les microorganismes et s’accumulerait dans le

cytoplasme. Cette accumulation entrainerait alors deux effets. Premièrement, le ratio
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entre les formes protonée et dissociée d’un acide étant dépendant du pH, l’accumu-

lation de la forme anionique d’un acide dans le milieu intracellulaire, présentant

généralement un pH proche de 7, entrainerait la diffusion dans le cytoplasme de

la forme protonée depuis le milieu extracellulaire, de manière à rétablir l’équilibre

chimique. Le deuxième effet résulterait de l’interaction directe des anions avec des

enzymes intervenant dans le métabolisme de la cellule [106, 158, 177]. Le poten-

tiel inhibiteur de ce mécanisme serait, tout comme le phénomène de dissociation

intracellulaire, dépendant du pH extracellulaire, Zaldivar et al., a pu observer une

inhibition plus forte des acides carboxyliques à pH 6 qu’à pH 8 sur la bactérie E.

coli LY01 [229]. Lors de cette étude, la toxicité d’un composé a pu être corrélée avec

l’hydrophobicité de ce dernier. Roe et al. ont étudié l’effet des ions acétate sur E.

coli cultivée à pH 6. Ils ont mis en évidence une action de l’acétate sur le métabo-

lisme du souffre de la bactérie au travers de deux mécanismes, une diminution de

la concentration en methionine ainsi que l’accumulation de l’un de ses précurseurs

(Figure 1.3), l’homocystéine, cytotoxique à forte concentration, de plus, E. coli étant

partiellement auxotrophe vis à vis de la méthionine, un épuisement de cet acide

aminé peut entrainer un ralentissement de la croissance bactérienne [177]. D’autres

études ont mis en évidence l’action de carboxylates sur les enzymes de différents

microorganismes : enolases, phosphoglyceromutases, aldolases, triophosphate iso-

merase [106, 159].

Tout comme les dérivés furaniques, l’adaptation des microorganismes aux acides

carboxyliques, et en particulier l’acide acétique a été étudiée [222]. Ainsi, Wright et

al. ont essayé de diminuer la sensibilité de S. cerevisiae vis à vis de l’acide acétique

par l’intermédiaire de deux stratégies : la première consistait en l’enchainement de

cultures en batch en soumettant progressivement les levures à des concentrations

croissantes en acide acétique allant de 0 à 6 g L−1. La seconde stratégie reposait sur

l’utilisation d’un chemostat permettant de maintenir la population de levure ainsi

que la composition du milieu constantes, à l’exception de la concentration en acide

acétique, s’échelonnant là aussi entre 0 et 6 g L−1. Les auteurs de cette étude sont par-

venus à augmenter le seuil de tolérance de la souche à l’acide acétique. Néanmoins,

après une période de stockage dans un milieu ne contenant pas d’acide acétique, les

levures avaient perdu leur adaptation. Wright et al. en on conclu que l’adaptation de
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Composés phénoliques

L’étude de l’inhibition de croissance par les composés phénoliques est plus com-

plexe que dans le cas des dérivés furaniques et des acides carboxyliques. En effet, les

composés phénoliques peuvent être de natures extrêmement variées en fonction de

la biomasse utilisée (plantes annuelles, bois de feuillus, bois de résineux, . . . ) [133]

et du prétraitement utilisé. De plus, ce sont des composés hydrophobes et donc peu

solubles dans l’eau, ce qui implique que la concentration introduite dans un milieu

de culture n’est pas forcément la concentration à laquelle le microorganisme est réel-

lement confronté.

Toutefois, les principaux phénols couramment retrouvés dans les hydrolysats

de biomasse lignocellulosique : vanilline, syringaldéhyde, acide férulique, acide p-

coumarique, ont fait l’objet de nombreuses études [89, 96, 103, 140, 161, 197, 198, 203].

Ces composés sont en effet intéressant à double titre, d’une part, à l’instar des com-

posés furaniques ou des acides carboxyliques, la compréhension de leur mécanismes

d’action sur les organismes fermentaires est indispensable au développement de la

valorisation des hydrolysats de biomasse lignocellulosique. Les composés phéno-

liques peuvent en effet présenter des effets inhibiteurs forts, même à faible concen-

tration [107, 134, 158, 215]. D’autre part, ces composés phénoliques, naturellement

produits par un grand nombre de végétaux, présentent diverses applications dans

l’industrie agroalimentaire en tant qu’antibactériens naturels, la cosmétique en tant

que composés aromatiques, ou encore la chimie où ils servent de molécules plate-

formes pour la synthèse de biopolymères ou d’additifs antioxydants [202]. C’est par

exemple le cas de l’acide férulique, qui a fait l’objet d’une revue par Kumar et al. [96]

et dont la diversité des applications est illustrée par la Figure 1.4.

De part leur caractère hydrophobe, les composés phénoliques sont suspectés

de s’intercaler dans la bicouche lipidique composant la membrane des microorga-

nismes. Dès lors, leur présence peut déstabiliser la structure membranaire et conduire

à une perte d’intégrité de cette dernière [113, 131, 134, 167, 215]. La toxicité des com-

posés phénoliques semble dépendre de plusieurs critères. Le premier de ces critères

semble être le poids moléculaire du composé, les phénols plus petits semblant pré-

senter une activité inhibitrice plus forte [158], cela peut s’expliquer par le fait que
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deux premières. L’utilisation de ces trois organismes leur a d’ailleurs permis d’obser-

ver que l’action de vanilline est fortement espèce dépendante [53]. Rupasinghe et al

rapportent eux aussi une action de la vanilline sur la respiration de microorganismes

à l’origine de la contamination de denrées alimentaires [179]. La vanilline a aussi un

effet inhibiteur sur S. cerevisiae où elle vise là encore le métabolisme respiratoire de

la cellule en fragmentant les mitochondries et en générant des espèces réactives de

l’oxygène (ROS) [149]. Enfin, Keating et al. ont mis en évidence l’action du férulate

et du coumarate sur l’expression de gènes codant pour des pompes membranaires

permettant de réguler le ratio NADH/NAD+ [87].

Plusieurs stratégies sont possibles pour réduire l’action inhibitrice des composés

phénoliques présents dans le milieu de fermentation. Tout d’abord, certains microor-

ganismes, en particulier les levures et certains champignons, sont capables de méta-

boliser ces composés moyennant la réorientation d’une partie du pool énergétique

de la cellule [107, 157]. D’autres microorganismes sont capables de produire des mo-

lécules à haute valeur ajoutée à partir des composés phénoliques présents dans les

hydrolysats de biomasse lignocellulosique. On peut par exemple citer la produc-

tion de 4-vinylguaiacol par Debaryomyces hansenii à partir d’acide férulique [127] ou

encore la production de vanilline par Sphingomonas paucimobilis à partir d’acide fé-

rulique [96], ou par Bacillus subtilis à partir d’isoeugenol [188]. Enfin, pour les mi-

croorganismes n’étant pas naturellement capables de métaboliser les composés phé-

noliques, plusieurs stratégies sont possibles : l’utilisation de laccase afin de polymé-

riser les phénols et ainsi réduire leur action inhibitrice [136, 138, 158, 180] ou encore

le recours à des inoculum plus importants ou des cultures fed-batch [104, 158, 172,

192].

Interactions et synergies entre composés inhibiteurs

Ainsi, les différentes classes de composés inhibiteurs agissent à différents ni-

veaux sur le métabolisme des microorganismes. Toutefois, lorsque ces différents in-

hibiteurs sont présents en mélange, des effets de synergie ou au contraire de protec-

tion peuvent être observés.

Parmi les différents composés étudiés, le furfural est souvent cité comme étant

impliqué des interactions synergiques avec les autres composés inhibiteurs [87, 131,
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160, 212, 229, 234]. L’étude des effets d’interactions est complexe de par le nombre

de combinaisons possibles selon les hydrolysats considérés [168]. Plusieurs études

se sont donc tournées vers l’utilisation de plan d’expériences et/ou de cultures en

microplaques afin de cribler le plus de conditions possibles [71, 153, 159, 165, 168,

183]

Ces différentes études ont permis de mettre en évidence un certain nombre de

difficultés soulevées par l’utilisation de plan d’expériences et d’autant plus en mi-

croplaques. Ainsi, Schneiderman et al. ont montré que l’action d’un composé, si elle

est prépondérante par rapport aux autres inhibiteurs dans le milieu, peut masquer

leurs effets et les éventuelles synergies, qui n’apparaissent donc pas dans le modèle

généré à partir des résultats du plan d’expérience [183]. Pour leur part, Pereira et al.

ont mis en évidence les limitations du l’utilisation de microplaques pour effectuer le

criblage des différents inhibiteurs. L’espace de tête étant réduit, pour certains micro-

organismes comme Bacillus subtilis ou Escherichia coli, une limitation de l’oxygène

vient s’ajouter aux effets des inhibiteurs, ce qui apporte un biais lors de l’interpréta-

tions des résultats [165].

L’étude des interactions est cruciale à la détermination des concentrations inhibi-

trices minimales des différents inhibiteurs. Plusieurs études rapportent en effet une

inhibition de croissance de microorganismes fermentaires dans un milieu contenant

des inhibiteurs à des concentrations plus basses que les concentrations minimales

inhibitrices déterminées pour chacun [168, 234].

Enfin, les interactions entre composés inhibteurs ne conduisent pas nécessaire-

ment à une augmentation de l’inhibition. Ainsi, Greetham et al. ont mis en évidence

que l’acide acétique, à faible concentration, augmente la résistance de S. cerevisiae vis

à vis des dérivés furaniques [63]. Le stress provoqué par l’acide acétique déclenche-

rait la surexpression de deux gènes FET5 et HAC1, ce qui diminuerait la sensibilité

de la levure aux dérivés furaniques.

Ainsi, la compréhension des mécanismes d’inhibition des différents composés

inhibiteurs présents dans les hydrolysats hémicellulosiques est une étape essentielle

à l’optimisation des procédés de fermentation. La diversité de composés, les diffé-

rents mécanismes d’inhibition, résumés sur la Figure 1.5, ainsi que les potentielles

interactions, synergiques ou antagonistes, mettent en évidence la nécessité d’étudier
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avec une grande diversité de microorganismes. Ce point est essentiel dans la mesure

où, comme l’illustre le Tableau 1.4, les hydrolysats de biomasse lignocellulosique

peuvent présenter une forte variabilité en terme de concentrations en sucres et en

composés inhibiteurs. L’élimination de ces derniers est donc un moyen de standar-

diser en partie les hydrolysats en vue de leur fermentation.

Ces procédés de séparation représentent une étape essentielle à l’exploitation de

la biomasse lignocellulosique, ils peuvent représenter jusqu’à 60 - 80% du coût total

de la production de molécules d’intérêt à partir de biomasse lignocellulosique [91].

Cette étape de la bioraffinerie fait aussi face à un certain nombre de challenges

d’ordre techniques ou économiques. On peut ainsi avoir production de gros volumes

de molécules à faible valeur ajoutée, comme dans le cas du bioethanol, dans ce cas,

les coûts de détoxification du milieu, de manière à permettre la fermentation des

sucres par les microorganismes, viennent s’ajouter aux coût des procédés de distil-

lation permettant de concentrer le bioéthanol. Ces coûts supplémentaires viennent

ainsi diminuer la compétitivité économique du bioéthanol de deuxième génération

par rapport au bioethanol de première génération ou aux carburants petro-sourcés.

A l’inverse, il est possible de produire des molécules à haute valeur ajoutée, mais ces

molécules se trouveront souvent diluées dans le milieu de production, il est donc là

encore nécessaire de recourir à des procédés de purification/concentration qui vont

donc augmenter les coûts de production.

Afin d’obtenir un procédé économiquement viable, l’étape de détoxification doit

donc obéir à un certain nombre de critères [144] : elle doit être peu coûteuse, facile à

mettre en place et sélective vis à vis des composés inhibiteurs.

A l’instar des procédés de prétraitements, de nombreuses techniques visant à

éliminer les composés inhibiteurs générés durant le prétraitement de la biomasse

lignocellulosique ont été étudiées. Les plus couramment utilisées sont l’échange

d’ions, l’adsorption sur charbon actif, la précipitation à la chaux, l’électrodialyse et

plus récemment l’utilisation de membranes de nanofiltration [29, 68, 74, 91, 102, 151].

L’utilisation de charbon activé et de précipitation à la chaux ne seront pas détaillés

ici.
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1.7.1 Résines échangeuses d’ions

Les résines échangeuses d’ions reposent sur un principe de fixation d’ions sur

des groupements spécifiques greffés sur une résine. L’élimination de composés in-

hibiteurs dans des hydrolysats de biomasse lignocellulosique se fait par adsorption

de ces derniers sur la résine. Différents types de résines existent, anioniques, catio-

niques ou encore à groupements non chargés, dans ce dernier cas, l’adsorption de

composés sur la résine se fait par interactions hydrophobes [151]. Le Tableau 1.5

regroupe un certain nombres d’études ayant utilisé des résines échangeuses d’ions

pour éliminer les composés inhibiteurs présents dans des hydrolysats lignocellulo-

sique [112].

TABLE 1.5 – Elimination de composés inhibiteurs par utilisation de
résines échangeuses d’ions.

Référence Perte sucres HMF Furfural Ac. Acétique Ac. Formique Ac. Lévulinique Phénols
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

[40] 20 n/a n/a 90 n/a n/a 70
[126] 0 - 8 37 - 100 52 - 99 0 - 100 n/a n/a n/a
[151] 0 - 75 7 - 65 24 - 68 0 - 96 n/a n/a 3 - 79
[33] 0 0 n/a n/a 66,5 82,1 61,9
[216] 25 44,2
[210] 0 - 44 71 - 99 68 - 96 97 - 100 n/a n/a 80 - 93

Au regard de ce tableau, l’utilisation de résines échangeuses d’ions se révèle une

stratégie intéressante pour éliminer les composés inhibiteurs d’hydrolysats hémicel-

lulosiques. Toutefois, un type de résine n’est généralement pas efficace sur tous les

types d’inhibiteurs, il est donc nécessaire de combiner plusieurs résines pour obtenir

une détoxification poussée [33]. De plus, selon le type de résine utilisé, des pertes en

sucres, particulièrement les hexoses, peuvent survenir [210]. Enfin, il faut bien gar-

der à l’esprit que la mise en oeuvre des résines, qu’elles soient échangeuses d’ions

ou adsorbantes, nécessite des étapes de régénération qui peuvent alourdir le coût du

procédé de détoxification.

1.7.2 Electrodialyse

L’electrodialyse est une technique reposant sur l’utilisation de membranes per-

méables aux cations ou aux anions [194]. Par application d’un courant électrique,

les composés présents dans la solution sont donc séparés en fonction de leur mobi-

lité électrophorétique. Cette technique a été testée dans le cadre de la détoxification
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d’hydrolysats de biomasse lignocellulosique, les résultats de ces études sont présen-

tés sur le Tableau 1.6.

TABLE 1.6 – Elimination de composés inhibiteurs par électrodialyse.

Référence Perte sucres HMF Furfural Ac. Acétique Ac. Formique Ac. Lévulinique Phénols
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

[100] neg neg neg 100 n/a n/a n/a
[101] 0,9 - 1,4 14 41,7 40,3 100 n/a n/a
[204] neg 2,6 - 5,3 4 - 27,5 90 n/a n/a n/a
[82] - 25 - 36 2,5 - 2,7 100 n/a n/a 24 - 31

Ces résultats montrent que l’électrodialyse est particulièrement efficace pour éli-

miner les acides aliphatiques ou phénoliques à des pH où ces derniers sont chargés.

Elle se montre en revanche beaucoup moins adaptée à l’élimination des dérivés fu-

raniques, ces derniers n’étant pas chargés.

1.7.3 Nanofiltration

Depuis quelques années, les procédés de séparation membranaires, et plus par-

ticulièrement la nanofiltration, sont de plus en plus étudiés dans le cadre de l’éli-

mination des composés inhibiteurs d’hydrolysats de biomasse lignocellulosique. La

nanofiltration étant la stratégie adoptée dans le cadre de cette thèse, une partie com-

plète lui est consacrée 1.8.

1.8 Utilisation de la nanofiltration comme procédé de détoxi-

fication

1.8.1 Les procédés baromembranaires

Les procédés baromembranaires désignent les procédés de filtration reposant sur

l’utilisation d’une membrane poreuse, jouant le rôle de filtre, et l’application d’un

différentiel de pression, de part et d’autre de la membrane, comme moteur du trans-

fert d’une solution au travers de la membrane. On distingue ainsi deux milieux sé-

parés par la membrane, en amont de celle ci, se trouve l’alimentation, aussi appelée

rétentat, et en aval se trouve le perméat.
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FIGURE 1.9 – Illustration des deux modes de filtration : à gauche
filtration frontale (Dead-end), à droite filtration tangentielle (Cross

flow).

que la filtration se poursuit. Ce gâteau influe fortement sur les performances de sé-

paration du procédé et entraine une baisse progressive du flux de perméation. La

filtration frontale est donc un procédé discontinu, nécessitant des étapes régulières

de nettoyage de la membrane à l’aide de solutions, acides ou basiques, ou par rétro-

lavage (inversion du sens de circulation d’une solution aqueuse au sein du module

de filtration).

Dans le cas de la filtratoin tangentielle, le flux d’alimentation se fait parallèle-

ment à la membrane, on distingue ainsi un flux entrant, l’alimentation, et deux flux

sortants, le rétentat (ou concentrat) en amont de la membrane, et le perméat en aval.

Contrairement à la filtration frontale, on n’observe pas la formation d’un gâteau au

cours de la filtration, néanmoins, l’accumulation de particules retenues à proximité

de la surface de la membrane forme ce une couche de polarisation. L’augmentation

locale de la concentration de molécules au voisinage de la membrane entraine une

contre pression osmotique pouvant provoquer une diminution des taux de réten-

tion des composés en solution. L’épaisseur de cette couche est considérée constante

en régime stationnaire, et elle résulte de divers phénomènes tels que le régime hy-

drodynamique de la solution d’alimentation, sa viscosité ou encore les différentes

interactions entre les composés, entre eux, ou avec la surface membranaire.

Diafiltration

La diafiltration est un mode de filtration consistant à maintenir le volume d’ali-

mentation constant par ajout de solvant. Le procédé de diafiltration est illustré sur
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la Figure 1.10 en mode continu, c’est à dire que le solvant est ajouté à un débit équi-

valent au débit de sortie du perméat.

FIGURE 1.10 – Illustration de l’utilisation de la diafiltration comme
procédé de détoxification d’un hydrolysat de biomasse lignocellulo-

sique.

Cependant, la diafiltration peut aussi être conduite de manière discontinue, il

est alors possible de commencer par une dilution de l’alimentation, on parle alors

de diafiltration sequentielle-dilution, ou au contraire, de commencer par concentrer

l’alimentation, il s’agit d’une diafiltration séquentielle-concentration [184]. Ces deux

modes sont illustrés sur la Figure 1.11.

FIGURE 1.11 – Illustration de l’évolution du volume d’alimenta-
tion au cours d’une diafiltration séquentielle-dilution et séquentielle-

concentration. Adapté de Schwartz et al. [184].

La diafiltration, quelque soit le mode utilisé, va permettre de maintenir constante

la concentration des composés présentant un fort taux de rétention. A l’inverse, les

composés peu retenus par la membrane vont être progressivement lessivés au cours

des différents cycles de diafiltration. Un cycle de diafiltration correspond à l’ajout
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d’un volume de solvant équivalent au volume de départ (V0) de la solution à filtrer,

on parle alors de volume de diafiltration (VD). Ainsi, une diafiltration conduite jus-

qu’à 3 VD signifie que l’on a injecté dans le système l’équivalent en solvant de 3 fois

V0 en fin de procédé.

En ce qui concerne l’utilisation d’un mode continu ou séquentiel, le choix dépend

fortement de l’application. Dans certains cas, l’utilisation d’un mode séquentiel peut

conduire à la séparation plus rapide d’un composé, ralentir le colmatage de la mem-

brane, ou diminuer la consommation d’eau par rapport au mode continu. A titre

d’exemple, l’utilisation du mode séquentiel dilution tend à diminuer la viscosité de

la solution à traiter et peut dans certains cas augmenter le flux de perméat [184].

1.8.4 Principes régissant la nanofiltration

Pression transmembranaire (TMP) et pression transmembranaire efficace (TMPe f f )

Comme évoqué précédemment, la membrane de filtration sépare deux milieux,

le rétentat en amont, et le perméat en aval. Le transfert d’un soluté du rétentat vers

le perméat est assuré par l’application d’un différentiel de pression. On distingue

ainsi :

La pression transmembranaire (TMP) : correspond au différentiel de pression

mécaniquement appliqué de part et d’autre de la membrane, soit à l’aide d’un

gaz sous pression, soit à l’aide d’une pompe et d’une vanne.

La contre pression osmotique (∆π) : correspond à une contre pression exercée

par la répartition des différents solutés, et en particulier des sels, dans le ré-

tentat et le perméat.

La pression transmembranaire efficace (TMPe f f ) : correspond à la différence entre

la pression transmembranaire (TMP) et la contre pression osmotique (∆π)

(Equation 1.1). Il s’agit de la pression réellement exercée de part et d’autre de

la membrane.

TMPe f f = TMP − ∆π (1.1)
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Perméabilité

La perméabilité d’une membrane peut être définie comme la capacité d’une mem-

brane à laisser passer un solvant, c’est l’inverse de la résistance hydraulique Rm. Elle

est définie par l’Equation 1.2.

Jp = Lp × TMPe f f =
TMPe f f

Rm
(1.2)

Où TMPe f f correspond à la pression transmembranaire efficace, définie plus

haut, exprimée en bar, Jp au flux de perméat, exprimé en L h−1 m−2. La perméabilité

Lp s’exprime donc en L h−1 m−2 bar−1.

La perméabilité est un paramètre de filtration que l’on va chercher à maximiser

lors de l’optimisation du procédé filtration car ce facteur va fortement influencer

la vitesse de ce dernier. Néanmoins, si une membrane présente de bonnes perfor-

mances de filtration mais une perméabilité faible, il est possible de compenser cette

dernière en augmentant la surface de membrane utilisée.

Taux de retention

Pour chaque composé présent dans la solution à filtrer, on va pouvoir définir un

taux de rétention R, s’exprimant en %, qui va permettre de quantifier la proportion

de composé qui est retenue par la membrane au cours de la filtration. Le taux de

rétention d’un composé se calcule suivant l’Equation 1.3.

Rreal,i(%) = 1 −
Cp,i

Cm,i
× 100 (1.3)

Où Cp,i et Cm,i représentent respectivement la concentration d’un composé i dans

le perméat et à l’entrée de la membrane. Néanmoins, la concentration d’un composé

à l’entrée de la membrane n’est pas directement mesurable. Dans le cas de systèmes

où le régime hydrodynamique et les caractéristiques intrinsèques de la membrane

sont connus, on peut calculer Cm,i par l’intermédiaire de modèles, mais ce n’est pas

toujours possible. C’est pourquoi on définit la rétention apparente d’un composé

suivant l’Equation 1.4.
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Ri(%) = 1 −
Cp,i

Cr,i
× 100 (1.4)

Où Cr,i représente cette fois la concentration du composé i dans le rétentat, concen-

tration qui est directement mesurable. Dans le cas de solutions complexes pouvant

présenter des phénomènes de polarisation importants, il peut y avoir une différence

non négligeable entre la rétention apparente et la rétention réelle d’un composé.

L’ensemble des rétentions exprimées dans ce manuscrit correspondent à des réten-

tions apparentes. Enfin, pour qu’un procédé de séparation soit efficace, il faut que

les taux de rétention des composés que l’on cherche à séparer soient suffisamment

différents.

Mécanismes de transfert des procédés membranaires

Comme précédemment évoqué, la nanofiltration se place comme une échelle

intermédiaire entre les membranes denses d’osmose inverse et les membranes po-

reuses d’ultrafiltration. Ainsi, selon la représentation adoptée (membrane dense ou

membrane poreuse), deux modèles sont classiquement utilisés pour représenter le

flux de perméat ou de soluté.

Dans les modèles de solubilisation-diffusion, le soluté se partage entre la mem-

brane et le rétentat et est transporté par diffusion au sein des espaces vides entre les

chaînes polymériques.

Dans les modèles avec pore, le flux de transfert est régi par des phénomènes

convectifs, diffusifs et électrostatiques, comme illustré par l’équation 1.5.

Ji = −Di
dCi

dX
+ Ki,cCiV −

ziCiDi

RT
F

dΨ

dx
(1.5)

avec F, la constante de Faraday ; Ψ, le potentiel électrique à l’intérieur des pores

de la membrane ; V, la vitesse de déplacement dans les pores ; Ci, la concentration du

composé i dans les pores de la membrane, zi la valence de l’ion i ; Ki,c, le facteur de

convection du composé i et Di le facteur du diffusion du composé i.
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Potentiel zêta (ζ)

Les membranes de nanofiltration organiques sont composées de polymères pré-

sentant des groupements amines et carboxyles susceptibles de se dissocier en fonc-

tion du pH de la solution à filtrer. Ainsi, en fonction du pH, la surface de la mem-

brane est susceptible de se charger positivement ou négativement, cette charge de

surface est appelée potentiel zêta (ζ). On distingue ainsi une valeur de pH à laquelle

la charge de surface d’une membrane est globalement neutre, il s’agit du point iso-

électrique de la membrane. Pour des valeurs de pH inférieures à ce point isoélec-

trique, la membrane présente une charge électrique positive, et une charge négative

dans le cas contraire.

Le potentiel zêta d’une membrane peut se mesurer à l’aide d’un zêtamètre comme

expliqué dans la partie Matériels et Méthodes (Chapitre 2). Le profil de potentiel zêta

d’une membrane est schématisé sur la Figure 1.12.

FIGURE 1.12 – Evolution du potentiel zêta d’une membrane en fonc-
tion du pH

Couche de polarisation

La formation d’une couche de polarisation est un autre effet important à prendre

en compte dans le cadre de la nanofiltration. Ce phénomène provient du fait que les
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de nanofiltration [139, 217]. La nanofiltration est aussi utilisée pour purifier des mo-

lécules d’intérêt [201] ou des effluents industriels par élimination de composés tels

que des métaux lourds [2], des sels [31, 57, 70, 115], des herbicides [35] ou encore des

hormones [146].

Toutefois, dans le cadre de ces travaux de thèse, nous nous intéressons à l’uti-

lisation de la nanofiltration dans un contexte de bioraffinerie. La partie suivante a

donc pour objectif de décrire la façon dont les techniques de nanofiltration s’ins-

crivent dans une problématique de fractionnement et de valorisation de la biomasse

végétale.

1.8.6 Applications de nanofiltration dans un contexte de bioraffinerie

Afin de comprendre l’intérêt de l’utilisation de la nanofiltration en bioraffinerie,

il est important de rappeler que la valorisation de la biomasse lignocellulosique fait

face à plusieurs enjeux qu’il faut relever afin de rendre cette filière économiquement

compétitive, en particulier en ce qui concerne la production de bio-carburants. Pre-

mièrement, comme expliqué dans la partie sur les prétraitements, la plupart des pro-

cédés génèrent une fraction liquide enrichie en pentoses mais comportant d’autres

composés inhibant la croissance des microorganismes fermentaires. Il est donc né-

cessaire d’éliminer ces composés, et selon les conditions de prétraitement utilisées,

il peut aussi être nécessaire de concentrer les sucres avant de les valoriser. Ensuite,

la plupart des composés inhibiteurs identifiés (dérivés furaniques, acides carboxy-

liques, composés phénoliques) sont des molécules d’intérêt pour la chimie verte. Il

peut donc être intéressant de les isoler pour accroitre la rentabilité du procédé de

bioraffinerie.

Outre la simplicité du procédé ainsi qu’une consommation d’énergie réduite par

rapport à d’autres procédés visant à éliminer les composés inhibiteurs, la nanofil-

tration présente l’avantage de pouvoir éliminer les composés inhibiteurs tout en

concentrant les sucres présents dans l’hydrolysat [125, 218]. De plus, comme évoqué

dans la partie précédente, les performances de séparation des procédés de nanofil-

tration dépendent de nombreux paramètres tels que la température, le pH, l’osmo-

larité de la solution, les interactions entre solutés, . . . Il est donc possible de jouer sur

ces différents paramètres afin d’affiner la sélectivité du procédé de séparation.
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Cette partie présente deux objectifs majeurs, dans un premier temps, elle offre

au lecteur un état de l’art de l’utilisation de la nanofiltration autour des probléma-

tiques de valorisation de la biomasse lignocellulosique (BLC). Elle décrit ensuite dif-

férents challenges que soulève le traitement d’hydrolysats, issus du prétraitement

de la BLC, par nanofiltration : des valeurs de pH extrêmes, une forte osmolarité et la

complexité des milieux à filtrer [60, 214].

Utilisation de la NF comme procédé de détoxification

L’utilisation de la nanofiltration pour traiter des hydrolysats de biomasse ligno-

cellulosique a fait l’objet de nombreuses études. Ces études ont eu recours à l’utili-

sation d’hydrolysats réels [119, 129, 181, 220] ou de solutions modèles [27, 148, 171,

219]. Selon les objectifs des différentes études, la nanofiltration a été utilisée seule,

avec comme principal but d’éliminer les composés inhibiteurs d’hydrolysat de BLC,

ou couplée avec d’autres procédés.

Différentes études portant sur l’utilisation de la nanofiltration dans des procédés

visant à valoriser les hydrolysats de biomasse lignocellulosique sont répertoriées

dans le Tableau 1.7.

L’analyse de ce tableau permet de dégager certaines tendances quant à l’utili-

sation de la nanofiltration. Tout d’abord, un certain nombre d’études utilisent des

solutions modèles afin de mettre en évidence d’éventuelles interactions entre com-

posés qui influeraient sur la rétention de ces derniers par la membrane. Ainsi, Weng

et al. se sont intéressés à la séparation du xylose et de l’acide acétique par nanofil-

tration [219]. Ils ont mis en évidence une rétention différente de l’acide acétique en

présence ou en absence de xylose, laissant présager une interaction entre les deux

espèces. De la même manière, Teella et al. ont étudié la rétention de l’acide acétique

dans des solutions modèles de complexité croissante et ils ont aussi observé une

rétention de l’acide plus faible dans le cas de mélange que lors de l’utilisation de

solution pure [200]. Dans une étude sur la détoxification d’hydrolysats de grignons

d’olives, Brás et al. ont comparé le traitement d’un hydrolysat réel et de solutions mo-

dèles s’approchant au maximum de la composition de ce dernier [27]. Dans les deux

cas, l’utilisation de la dia-nanofiltration a permis d’éliminer les dérivés furaniques

ainsi que les acides carboxyliques en conservant une partie des sucres. Cependant,
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le flux de perméat de la solution réelle était nettement inférieur à celui des solutions

modèles puisque l’élimination des composés inhibiteurs s’est faite en une dizaine

d’heures contre une estimation de 280 heures dans le cas de l’hydrolysat réel. Cela

démontre la difficulté à tenir compte de toutes les interactions possibles dans une so-

lution modèle car cela nécessiterait de caractériser entièrement les hydrolysats réels

en tenant compte des composés minoritaires.

Il est aussi intéressant de noter que l’élimination des phénols par nanofiltration

est relativement peu étudiée comparativement aux autres composés inhibiteurs, et

ce, bien que les phénols soient reconnus comme étant fortement inhibiteurs pour

de nombreux microorganismes. Ce constat a aussi été fait par Nguyen et al. qui ont

donc intégré la vanilline dans la composition de leurs solutions modèles [147, 148].

Il est possible que ces composés soient moins étudiés que les dérivés furaniques ou

les acides carboxyliques parce que un certain nombre de levures utilisées pour la

production de bio-éthanol ont la capacité de métaboliser les phénols. Cependant,

ces composés restent intéressants à étudier pour plusieurs raisons : leur élimina-

tion des hydrolysats de BLC permettrait d’élargir le choix de microorganismes utili-

sables pour leur valorisation. Ensuite, comme évoqué dans les parties précédente, les

composés phénoliques tels que la vanilline, le syringaldéhyde, l’acide férulique ou

encore l’acide p-coumarique sont des molécules d’intérêt pour des applications en

chimie verte, leur séparation par nanofiltration présenterait donc un avantage cer-

tain pour la rentabilité des procédés de bioraffinerie. Enfin, le poids moléculaire des

sucres et des composés phénoliques étant proches, leur séparation peut représenter

un challenge dans l’élaboration de procédés de nanofiltration.

Quelques études se sont penchées sur la séparation des phénols dans des hydro-

lysats de biomasse lignocellulosique [105, 118–120, 147, 148]. Comme évoqué précé-

demment, Nguyen et al. ont intégré la vanilline à leurs solutions modèles. Bien que

cette dernière présente un poids moléculaire équivalent à celui du xylose, l’équipe

rapporte une rétention de 90% pour le xylose contre 9,8% pour la vanilline en uti-

lisant la membrane DK à une pression transmembranaire (TMP) de 15 bar [148].

Une telle différence de rétention pour un même poids moléculaire s’expliquerait

par une différence d’hydratation des molécules. En effet, contrairement aux compo-

sés phénoliques, les sucres présentent un caractère hydrophile, ce qui entrainerait
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la formation d’une sphère d’hydratation autour de ces molécules et donc une aug-

mentation de leur encombrement stérique, expliquant ainsi leur plus forte rétention

par la membrane. Pour leur part, Li et al se sont intéressés à la séparation des acides

hydroxycinnamiques (acide férulique, vanillique et p-coupmarique) des phenols al-

déhydes (vanilline,syringaldéhyde et p-Hydroxybenzaldéhyde) [105]. Ils ont ainsi

mis en évidence l’influence du pH et de la concentration en sels sur la rétention de

différents composés phénoliques. A noter que leur étude ne fait pas mention des

sucres dans la mesure où l’hydrolyse alcaline a été utilisée pour traiter la paille de

riz. Comme expliqué dans la partie sur les prétraitement, l’hydrolyse alcaline a pour

principal effet de désassembler le réseau de lignine sans toucher à la cellulose et l’hé-

micellulose. Lyu et al. ont étudiés le fractionnement d’un hydrolysat de paille de riz

obtenu par liquéfaction hydrothermale [120]. Cet hydrolysat comportait des sucres,

des composés phénoliques ainsi que de l’acide acétique. Les auteurs ont donc mis

au point un procédé de nanofiltration en deux étapes reposant sur l’utilisation des

membranes DK et DL. Ainsi, la membrane DK présentant une forte rétention des

sucres, une faible rétention de l’acide acétique et une rétention intermédiaire des

phénols, elle a permis d’obtenir une première fraction riche en sucres. La seconde

fraction a été traitée avec la membrane DL afin de séparer les composés phénoliques

de l’acide acétique. Si l’utilisation de deux étapes de nanofiltration a effectivement

permis de séparer les trois classes de composés, les auteurs rapportent une certaine

difficulté à obtenir une fraction phénolique suffisamment pure. L’amélioration du

procédé a été possible en remplaçant la seconde étape de nanofiltration par une étape

d’osmose inverse [119]. Enfin, Luo et al. ont proposé une autre stratégie permettant

de faciliter la séparation des sucres et des composés phénoliques [118]. Ils ont en

effet eu recours à l’utilisation d’une enzyme, la laccase. La laccase est une enzyme,

produite entre autre par le champignon lignivore Trametes versicolor, capable de cata-

lyser la polymérisation (ou la dépolymérisation selon les conditions) des composés

phénoliques. Ainsi, dans le cadre de cette étude, la laccase a été utilisée pour aug-

menter les poids moléculaires des phénols par polymérisation et ainsi augmenter

leur rétention par la membrane de nanofiltration. La membrane de nanofiltration

a été choisie de sorte que la rétention des sucres soit faible contrairement à l’étude

précédente.
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En résumé, ces différentes études montrent que la nanofiltration est utilisable

pour éliminer les différents composés inhibiteurs présents dans les hydrolysats de

biomasse lignocellulosique. Toutefois, un certain nombre d’entre elles ont recours

à l’utilisation de solution modèles pour caractériser les performances de séparation

des sucres et des composés inhibiteurs, or ces solutions ne parviennent pas à tenir

compte de toutes les interactions qu’il peut y avoir entre les solutés présents dans les

hydrolysats réels, il n’est donc pas toujours évident d’extrapoler les résultats obte-

nus sur solutions modèles, notamment en termes de modélisation, à des hydrolysats

réels. Pour finir, les composés phénoliques, bien qu’étant reconnus comme étant in-

hibiteurs, même à faible concentration, ne sont pas systématiquement étudiés.

De par les conditions de prétraitement de la biomasse lignocellulosique, la nano-

filtration d’hydrolysats fait face à un certain nombre de contraintes qu’il est néces-

saire de comprendre afin d’optimiser la détoxification. En effet, comme évoqué dans

les parties précédentes, l’hydrolyse acide et l’explosion à la vapeur sont les procédés

les plus couramment utilisés. Les hydrolysats hémicellulosiques peuvent présenter

une forte acidité, pouvant aller jusqu’à pH 1 pour les conditions les plus drastiques,

contenir des sels, en particulier des sulfates, et des concentrations en sucres plus ou

moins élevées. L’étude de l’influence de la concentration en sels et en sucres, du pH

et de la température, dans la mesure où la biomasse est généralement chauffée lors

du prétraitement, sont donc nécessaires à la compréhension des mécanismes impli-

qués et ainsi à l’optimisation du procédé.

Influence des paramètres de l’hydrolysat sur les performances de séparation

Pour rappel, plusieurs phénomènes influent sur la rétention d’un composés par

une membrane de nanofiltration : l’encombrement stérique de la molécule, lié à son

poids moléculaire ainsi qu’à son degré d’hydratation, et les effets de répulsion élec-

trostatique dans le cas de composés chargés. Ainsi, le pH de l’hydrolysat, sa teneur

en sels et la température sont susceptibles d’influer sur ces différents facteurs et

ainsi d’impacter les performances de séparation. C’est pourquoi un certain nombre

d’études se sont intéressées à la compréhension des mécanismes mis en jeu.

Influence du pH : comme expliqué dans la partie sur le potentiel zêta, la charge

électrique de la surface d’une membrane dépend du pH. Pour des valeurs de pH
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inférieures à son point isoélectrique, une membrane présente une charge positive,

et à l’inverse, delà du point isoélectrique, la membrane se charge de plus en plus

négativement. Si cette charge électrique joue de manière évidente sur la rétention

de molécules chargées [67, 105], plusieurs études ont montré que la rétention des

molécules non chargées peut aussi être impactée [114, 115, 117, 214]. Il ressort de

ces études que la rétention des composés non chargé à tendance à diminuer lorsque

le pH augmente. L’explication de ce phénomène ne fait pas consensus mais l’hypo-

thèse couramment évoquée est celle d’un gonflement de la membrane, diminuant

sa résistance au transfert de composés neutres [114]. En effet, la couche active de

la membrane est généralement composée de polyamide. Ces derniers contiennent

des groupements carboxyles et amines susceptibles de se dissocier lorsque le pH

augmente. Cette dissociation entrainerait l’apparition de charges négatives qui, par

effet de répulsion électrostatique, entraineraient un gonflement des pores de la mem-

brane.

Influence de la concentration en sels : l’influence des sels sur la rétention de dif-

férents composés ainsi que sur la perméabilité a fait l’objet de divers études [17, 18,

25, 105, 115–117, 205, 209]. Tout d’abord, la concentration en sel semble jouer un rôle

sur la rétention des autres composés présents en solution. Ainsi, l’ajout de NaCl à

des solutions modèles contenant des composés phénoliques a entrainé la diminution

de la rétention de ces derniers [105]. De la même façon, la concentration en NaCl ou

en Na2SO4 a impacté la rétention du glucose ainsi que du lactate [205]. L’étude de

Umpuch et al. a permis de mettre en évidence l’influence de la nature du sel, ainsi,

dans le cas d’un mélange de glucose et de lactate, l’ajout de NaCl a entrainé une

diminution de la rétention du glucose et du lactate alors que l’ajout de Na2SO4 n’a

impacté que la rétention du lactate. Luo et al. ont passé en revue les mécanismes

d’action pH et des sels sur les performances de nanofiltration [117]. Il ressort de

cette étude que le pH et les sels présentent des actions synergiques et que leurs ef-

fets sur la rétention des composés sont la résultante de plusieurs mécanismes. Les

sels pourrait jouer sur la taille des pores de la membrane. En effet, la membrane étant

chargée, les contre-ions présents en solution vont venir se fixer sur ces charges, pro-

voquant alors deux effets : d’une part, les charges de la membrane vont se retrouver

masquées, diminuant alors les interactions entre la membrane et les solutés chargés,
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d’autre part, la fixation des ions à l’intérieur des pores de la membrane entraine-

rait une augmentation de la densité de charge qui provoquerait une augmentation

du diamètre de ces derniers. Le seuil de coupure de la membrane serait alors plus

élevé et cela expliquerait que la rétention de certains composés diminue [25]. Les

ions divalents seraient aussi à même d’influer sur la rétention des composés par un

phénomène de pontage [117], c’est à dire que les ions divalents seraient capables de

faire le lien entre la surface de la membrane et les composés chargés, et ainsi accroitre

la rétention de ces derniers. La présence d’ions influe aussi sur l’électroviscosité de

la solution [117]. Une augmentation de la concentration en ions augmente par la

même occasion les interactions électrostatiques au sein de la solution, ce qui a pour

effet d’accroitre sa viscosité. Cette augmentation de la viscosité peut avoir pour effet

d’augmenter l’épaisseur de la couche de polarisation ce qui entraine une augmenta-

tion de la contre pression osmotique, diminuant alors la rétention des composés et

le flux de perméat [17, 209].

Couche de polarisation : Comme expliqué dans les parties précédentes, l’ac-

cumulation de composés à la surface de la membrane entraine la formation d’une

couche dite de polarisation. Contrairement au colmatage de la membrane, il s’agit

d’un phénomène réversible qui dépend fortement du régime hydrodynamique éta-

bli au voisinage de la membrane. L’étude de Weng et al., déjà évoquée précédemment

a mis en évidence l’influence de cette couche limite sur la rétention des solutés [219].

Température : L’effet de la température sur la rétention de composés, neutres ou

chargés, nanofiltration a fait l’objet d’études par Ben Amar et al. [20, 21]. Les auteurs

ont observé une baisse de la rétention des composés neutre, et dans une moindre

mesure des composés chargés, lors de l’augmentation de la température de la solu-

tion à filtrer. Cette observation a d’ailleurs été rapportée dans d’autres études [37,

214]. Ben Amar et al. ont proposé plusieurs mécanismes pour expliquer ce phéno-

mène, en s’appuyant sur l’utilisation de modèles. La température agirait à la fois sur

la solution à filtrer et sur la membrane. Une élévation de température faciliterait la

diffusion des solutés au niveau de la membrane en diminuant la viscosité du milieu

et en augmentant le coefficient de diffusion (Di, voir Equation 1.5). Mais l’impact de

la température sur la membrane serait prépondérant dans l’explication de la baisse
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de rétention observée. En effet, l’utilisation de modèles a permis de mettre en évi-

dence une augmentation de la taille des pores de la membrane liée à l’élévation de

la température. La relation liant la taille des pores et la température ne serait pas

linéaire et serait dépendante des membranes utilisées, les membranes céramiques

n’étant pas affectées par le phénomène [20, 21].

En résumé, les performances de séparation par les procédés de nanofiltration dé-

pendent de nombreux facteurs tels que le pH, la concentration en sels et en composés

organiques ou encore la température. Si de nombreuses études ont permis d’éluci-

der un certain nombre de mécanismes reliant ces facteurs à la rétention de compo-

sés par la membrane, certaines explications proposées ne font pas consensus. Il est

toutefois important de retenir que les rétentions observées sont la résultante de plu-

sieurs phénomènes, spécialement en ce qui concerne les effets du pH et des sels. En

conséquence, la nanofiltration d’hydrolysats d’hémicelluloses représente un certain

challenge dans la mesure où ces milieux sont souvent acides, chargés en sels et en

sucres. L’utilisation de solutions modèles a permis de montrer que la nanofiltration

est tout à fait adaptée à la problématique d’élimination des composés inhibiteurs

présents dans ces hydrolysats.Toutefois, il n’est pas toujours évident d’extrapoler

les observations faites sur les solutions modèles à des hydrolysats réels de part la

complexité de ces derniers.

1.9 Résumé de la synthèse bibiographique

En résumé, l’exploitation de la biomasse lignocellulosique nécessite le recours

à des procédés de prétraitement afin d’abaisser sa résistance au fractionnement et

d’accéder à ses trois composés majoritaires : la cellulose, les hémicelluloses et les

lignines. Toutefois, à l’heure actuelle, les procédés de prétraitement les plus couram-

ment utilisés, l’hydrolyse acide et l’explosion à la vapeur, génèrent, en parallèle de

la libération des sucres, des composés inhibant la croissance des microorganismes :

dérivés furaniques, acides aliphatiques et composés phénoliques.

Jusqu’à présent, une majorité d’études se sont portées sur l’utilisation de levures

pour produire du bioéthanol à partir des hydrolysats obtenus après prétraitement de
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la biomasse lignocellulosique. Les levures présentent l’avantage de pouvoir s’adap-

ter, dans une certaine mesure, aux composés inhibiteurs présents dans ces hydroly-

sats. Néanmoins, un compromis est souvent nécessaire entre la quantité de sucres

libérés par l’étape de prétraitement et la quantité d’inhibiteurs générés.

Actuellement, le bioéthanol de deuxième génération n’est pas économiquement

compétitif avec les carburants petrosourcés. C’est pourquoi il est nécessaire de pro-

duire, en parallèle du bioéthanol, des molécules à haute valeur ajoutée. Un certain

nombre de bactéries, modifiées par ingénierie génétique, peuvent être utilisées, mais,

étant plus sensibles aux composés inhibiteurs que les levures, il peut être nécessaire

d’éliminer ces derniers des hydrolysats de biomasse lignocellulosique avant de pou-

voir fermenter les sucres qu’ils contiennent.

Compte tenu de ces différentes observations, il a été décidé, dans le cadre de cette

thèse, de travailler sur un hydrolysat de paille de blé réel, résultant d’un prétraite-

ment par explosion à la vapeur dans des conditions drastiques. En ce qui concerne

la partie valorisation de l’hydrolysat détoxifié par nanofiltration, le choix s’est porté

sur une bactérie gram positive modèle, Bacillus subtilis 168. La justification de ce

choix ainsi que la stratégie mise en place pour répondre à la problématique de la

thèse font l’objet de la partie suivante.



60 Chapitre 1. Introduction Bibliographique

1.10 Stratégie et organisation des travaux de thèse

Comme évoqué en introduction, l’objectif de ces travaux de thèse a été de mettre

au point un procédé de nanofiltration permettant d’éliminer des composés, présen-

tant une activité inhibitrice sur Bacillus subtilis 168, d’un hydrolysat hémicellulo-

sique, afin de rendre ce dernier fermentescible par la bactérie. Cette démarche a donc

nécessité de répondre à plusieurs questions qui ont défini la stratégie de recherche :

1. Quels sont les composés, dérivés de la biomasse lignocellulosique, inhibant

la croissance de B. subtilis 168 et à quelles concentrations ne sont il plus inhi-

biteurs ?

2. Comment lever cette inhibition, dans un hydrolysat de paille de blé, à l’aide

d’un procédé de nanofiltration?

3. Dans le cas où la totalité des inhibiteurs ne seraient pas éliminés par nanofil-

tration, comment les inhibiteurs résiduels agissent sur le microorganisme ?

Les travaux de thèse se sont donc articulés en trois temps : la première phase

a consisté à déterminer les seuils d’inhibition de différents composés inhibiteurs

couramment rencontrés dans les hydrolysats de biomasse lignocellulosique, ainsi

qu’à étudier d’éventuelles synergies entre ces composés. Une fois caractérisés, ces

seuils ont servi d’objectifs à atteindre pour la seconde phase de travaux, à savoir

l’utilisation de la nanofiltration comme procédé permettant d’éliminer les compo-

sés inhibiteurs de l’hydrolysat, tout en conservant un maximum de sucres. Enfin,

les composés phénoliques pouvant présenter une action inhibitrice même à faible

concentration, les mécanismes d’inhibition de ces derniers sur B. subtilis 168 ont été

étudiés par cytométrie en flux.

1.11 Choix du microorganisme

Bacillus subtilis 168 a été choisi pour fermenter l’hydrolysat hémicellulosique une

fois ce dernier détoxifié par nanofiltration. Ce choix est peu commun par rapport aux

organismes couramment rencontrés dans la bibliographie tels que Saccharomyces ce-

revisiae, Pichia stipitis, Debaryomyces hansenii ou encore Escherichia coli. L’objectif de

cette partie est donc de faire ressortir les avantages que peut présenter l’utilisation
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de Bacillus sutbilis 168 pour fermenter les sucres contenus dans les hydrolysats hé-

micellulosiques.

Bacillus subtilis est une bactérie gram positive dont le génome a été entièrement

séquencé par Kunst et al. en 1997 [98]. Il s’agit d’une bactérie compétente, c’est à

dire qu’elle est capable d’intégrer des molécules d’ADN présentes dans son milieu

de croissance [48]. Ces caractéristiques en ont fait une bactérie modèle des gram

positives à l’instar d’Escherichia coli en ce qui concerne les gram négatives.

Cette bactérie est souvent considérée comme étant faisant partie des écosystèmes

du sols car elle y est présente sous forme végétative. En réalité, on estime qu’environ

4% du génome de la bactérie est lié à des mécanismes de réponse au stress tels que

la sporulation et la germination [221]. Sous forme sporulée, la bactérie est capable

de résister à des conditions environnementales sévères, telles que des températures

extrêmes. C’est pourquoi B. subtilis est présent dans de nombreux milieux [48]. Plu-

sieurs études ont mis en évidence de possible relations symbiotiques entre B. subtilis

et des plantes au niveau de la rhizhosphère [221]. Cette symbiose pourrait s’expli-

quer par le fait que la bactérie est capable de synthétiser des substances antifon-

giques ou encore des facteurs de croissance tels que la gibbérelline. Certainement

du au fait qu’il évolue au sein de la rhyzosphère, ce microorganisme est capable de

tirer parti d’un grand nombre de carbohydrates grâce à la production d’enzymes

extracellulaires telles que des cellulases et des xylanases. L’opéron xyl a d’ailleurs

été identifié dans son génome, impliquant ainsi que la bactérie est capable d’utiliser

le xylose comme source de carbone [59], ce qui a été confirmé par Mageshwaran et

al. [122].

Du fait de la facilité avec laquelle il est possible de modifier B. subtilis par ingé-

nierie génétique, ce dernier est couramment utilisé en industrie pour la production

de molécules à haute valeur ajoutée. Öztürk et al. ont répertorié un certain nombre

de molécules produites par B. subtilis par fermentation fed-batch [156]. B. subtilis est

une bactérie GRAS (Generally Recognized As Safe), ce qui implique qu’elle peut être

utilisée pour des applications à destination de l’industrie agroalimentaire ou phar-

maceutique. Cette bactérie est donc cultivée pour produire des enzymes, des additifs

alimentaires, des vitamines, des insecticides ou encore des antibiotiques [156, 213].
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Plusieurs études se sont intéressées à la production de molécules à haute va-

leur ajoutée à partir des deux sucres majoritaires présents dans les hydrolysats de

biomasse lignocellulosique, le glucose et le xylose. Parmi ces molécules, deux sont

naturellement produites par B. subtilis : le N-acetlyglucosamine à partir du glucose,

et le xylitol à partir du xylose. Le N-acetylglucosamine est une molécule qui peut

être utilisée à des fins nutritionnelles ou pharmaceutiques. Liu et al. ont démontré

qu’il est possible d’augmenter la production de cette molécule par ingénierie méta-

bolique de B. subtilis 168 [108, 109]. Le xylitol est quant à lui couramment utilisé en

agroalimentaire, il présente un pouvoir sucrant important tout en étant faiblement

calorique et non cariogénique. Povelainen et al. on développé une souche de B. subti-

lis recombinante capable de produire du xylitol à partir de glucose [169], mais, étant

un intermédiaire métabolique dans le cas de la transformation du xylose vers la voie

des pentoses phosphates, il est donc aussi envisageable de recourir à l’ingénierie

métabolique pour produire du xylitol par l’intermédiaire de B. subtilis.

Ainsi, B. subtilis présente un certain nombre de points forts justifiant son utili-

sation dans un contexte de bioraffinerie. La maitrise de son génome ainsi que sa

compétence naturelle facilitent sa transformation par ingénierie génétique, il produit

naturellement des composés d’intérêt et son caractère GRAS rend possible son utili-

sation pour des applications alimentaires ou pharmaceutiques. Toutefois, il présente

aussi des caractéristiques, qui, si elles sont nécessaire à sa survie dans son écosys-

tème naturel, peuvent se révéler contraignantes dans le cadres d’études au labora-

toire ou d’applications industrielles. En effet, comme expliqué plus haut, la bactérie

possède un nombre important de gènes impliqué dans des réponses à des stresses

environnementaux. Parmi ces réponses on peut citer la formation de biofilms ainsi

que la sporulation. La souche utilisée dans le cadre de ces travaux de thèse est Ba-

cillus subtilis 168, cette souche est génétiquement très proche de la souche sauvage,

à quelques différences près, notamment une auxotrophie vis à vis du tryptophane.

Du fait de cette proximité avec la souche sauvage, sa capacité à former des biofilms

ou a sporuler sous l’effet de stresses environnementaux n’a pas été désactivée par

ingénierie génétique. Il nous a donc fallu composer avec ces contraintes, mais il est

important de noter que dans le cas d’applications industrielles, ces contraintes pour-

raient être atténuées par modification génétique de la souche.
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Chapitre 2

Matériels & Méthodes

Ce chapitre reprend l’ensemble des protocoles expérimentaux décrits dans les

différents articles et annexes composant la partie "Résultats et Discussions" de la

thèse.

2.1 Méthodes Analytiques

2.1.1 Caractérisation de l’hydrolysat et des milieux de culture

L’hydrolysat utilisé nous a gracieusement été fourni par l’Institut Français du

Pétrole et des Energies Nouvelles (IFPEN). Il s’agit d’un hydrolysat de paille de blé

obtenu par explosion à la vapeur en conditions acides. La paille de blé est grossiè-

rement broyée puis subit un trempage dans une solution acide pendant une nuit.

Après égouttage, la paille est pressée pour expulser la liqueur acide et ainsi aug-

menter la teneur en matière sèche. La paille ainsi pressée est alors introduite dans un

cuiseur où elle subit une montée puis un maintien de la pression pendant un temps

de séjour donné, avant d’être subitement ramenée à pression atmosphérique ce qui

a pour effet de déstructurer le végétal. Le substrat prétraité est alors pressé pour

donner, d’une part, une fraction liquide et d’autre part une fraction solide. La frac-

tion liquide est alors concentrée au moyen d’un évaporateur. Les conditions exactes

du prétraitement n’ont pas été communiquées mais elles sont drastiques comme en

témoignent le pH très acide (≈ 1) et la forte pression osmotique (≈ 28).

Seule cette fraction liquide, aussi appelée hydrolysat hémicellulosique, a été uti-

lisé au cours de cette thèse. Elle contient donc les sucres libérés par le prétraitement
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ainsi que les composés inhibiteurs générés par les conditions de pression et de tem-

pérature. La composition en sucres et en composés inhibiteurs de l’hydrolysat, après

clarification par ultrafiltration, est présentée sur le Tableau 2.1.

L’hydrolysat étant riche en microparticules, il a été clarifié au travers d’une étape

d’ultrafiltration. La membrane utilisée était une membrane céramique présentant un

seuil de coupure de 15 kDa et une surface d’échange de 0,13 m2. L’ultrafiltration a

été conduite à une pression allant de 1 à 3 bar, à 60 ◦C et à un débit d’alimentation

de 1700 L h−1 assurant une vitesse tangentielle de 5 m s−1.

TABLE 2.1 – Composition de l’hydrolysat fourni par l’IFPEN après
clarification par ultrafiltration

Composé Concentration Masse Molaire pKa (25 ◦C)
(g L−1) (g mol−1)

Glucose 11.8 180 ≈ 12
Xylose 49.9 150 ≈ 12
Arabinose 6.5 150 ≈ 12
Acide acétique 3.6 60 4.8
Acide lévulinique 0.3 116 4.6
HMF 1.1 126 ≈ 12 a

Furfural 0.21 96 ≈ 12 a

Vanilline 0.096 152 7.4
Syringaldehyde 0.19 182 7.2
Acide coumarique 0.056 164 4.6
Acide férulique 0.12 194 4.6
SO 2 –

4 12.6 b 96.06 -3.0 & 1.9

a. valeur estimée par rapport à la structure chimique du composé
b. Extrait de la feuille d’analyse fournie par l’IFPEN

Les sulfates sont les ions majoritaires dans l’hydrolysat, mais d’autres espèces

sont également présentes : chlorures, phosphates, potassium, . . .

Analyse des sucres, acides et dérivés furaniques

Les concentrations en sucres (glucose, xylose, arabinose), en acides carboxyliques

(acide acétique, acide formique, acide lévulinique) et en dérivés furaniques (HMF et

furfural) ont été déterminées à l’aide d’une colonne HPLC Aminex R© HPX87H Ion

Exclusion Column (BioRad, USA) et d’un détecteur RI (Refractor Index). La phase

mobile utilisée était une solution de H2SO4 à 4 mmol L−1 circulant à un débit de

0,5 mL min−1. La colonne était maintenue à une température de 37 ◦C.



2.1. Méthodes Analytiques 65

Analyse des composés phénoliques

L’analyse des composés phénoliques s’est faite à l’aide d’une colonne HPLC Ac-

cucore Aq (ThermoFisher Scientific, USA) et d’un détecteur DAD (Diodes Array De-

tector), les composés phénoliques étaient détectés à 285 nm . La phase mobile était

constituée d’un mélange de solution d’acide formique à 0,1% (v/v), d’eau MilliQ

et d’acétonitrile. Au cours de l’analyse d’un échantillon, les proportions de ces trois

solutions variaient suivant un gradient présenté dans le Tableau 2.2. La colonne était

maintenue à une température de 45 ◦C.

TABLE 2.2 – Gradient de phase mobile utilisé pour l’analyse des phé-
nols.

Temps (minutes) Eau MilliQ Acide Formique 0,1% (v/v) Acétonitrile

0 45% 50% 5%
1 40% 50% 10%
3,2 35% 50% 15%
7,4 20% 50% 30%
8,5 45% 50% 5%

2.1.2 Détermination de la pression osmotique de l’hydrolysat et des solu-

tions modèles

La pression osmotique de l’hydrolysat et des solutions modèles a été déterminée

en mesurant l’osmolarité des solutions puis en en déduisant la pression osmotique

à l’aide de la loi de van’t Hoff (Equation 2.1).

π = R × T × osmolarite (2.1)

Où π, R et T correspondent respectivement à la pression osmotique (Pa), à la

constante des gaz parfaits (J mol−1 K−1) et à la température (K), l’osmolarité est

quant à elle exprimée en osm m−3. Cette grandeur a été mesurée à l’aide d’un osmo-

mètre (Roebling).
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2.2 Détermination des seuils d’inhibition de différents

composés inhibiteurs

2.2.1 Souche utilisée

Comme évoqué précédemment, la souche Bacillus subtilis 168 a été utilisée tout

au long de la thèse. Cette souche provient de la souchothèque de l’UMR GMPA

(Génie et Microbiologie des Procédés Agroalimentaires) où elle est conservée dans

du milieu BHI (Brain Heart Infusion) supplémenté de glycérol à hauteur de 10%. La

souche est aliquotée dans des cryotubes de 1,5 mL stockés à -80 ◦C.

2.2.2 Protocole de préculture

Toutes les expériences de microbiologie décrites par la suite ont été précédées

d’une préculture de la souche qui s’est faite dans les conditions suivantes : la souche

a été cultivée pendant 7 heures à 37 ◦C dans un milieu de culture composé de

3,35 g L−1 de Yeast Nitrogen Base (YNB) et de 2,5 g L−1 de d’extrait de levure, ce

milieu sera par la suite appelé milieu MBS. Ces cultures ont été effectuées dans

des fioles bafflées de 250 mL contenant 40 mL de milieu, inoculées avec 0,5 mL du

contenu d’un cryotube, et agitées à 200 rpm. Dans le cas de cultures décalées, les

précultures ont du être lancées durant la nuit. Pour ce faire, les précultures inocu-

lées ont été placées dans un incubateur installé en chambre froide, permettant ainsi

de les maintenir à 4 ◦C. L’incubateur était relié à un programmateur permettant de

déclencher les précultures de façon à ce qu’elles soient âgées de 7 heures au moment

de leur utilisation.

2.2.3 Étude de l’action de composés purs

La concentration minimale inhibitrice de ces différents composés a été détermi-

née à l’aide de cultures en microplaques 96 puits (Greiner, Autriche). L’organisation

des plaques est illustrée sur la Figure 2.1.
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TABLE 2.3 – Concentrations d’inhibiteurs testées sur B. subtilis 168

Composé Concentration maximale (g L−1)

HMF 5 g L−1

Furfural 5 g L−1

Acide acétique 5 g L−1

Acide formique 5 g L−1

Acide lévulinique 5 g L−1

Vanilline 2 g L−1

Acide Férulique 2 g L−1

Syringaldéhyde 1 g L−1

Acide P-Coumarique 1 g L−1

2.2.4 Extraction des paramètres de croissance microbienne

L’extraction des paramètres de croissance microbienne s’est faite via l’utilisation

d’un programme développé avec le langage Python. A partir du fichier de données

généré par le lecteur de microplaque, le programme a effectué les opérations sui-

vantes :

1. Importation des données de croissance à partir du fichier généré par la mi-

croplaque.

2. Passage des données sous une représentation de Gompertz (ln
(

X(t)
X0

)

= f (t)).

3. Ajustement du modèle de Gompertz (Equation 2.2) aux données de chaque

puits avec contrôle de la qualité de l’ajustement par mesure du R2.

4. Extraction du temps de latence (Lt), du taux de croissance spécifique (μ) et de

l’amplitude de croissance (A).

5. Application d’une ANOVA (Analyse de la variance) sur le temps de latence

afin de déterminer les conditions expérimentales significativement différentes

des conditions témoins.

ln

(

X(t)

X0

)

= A × exp

(

−exp

(

µ × e

A
× (Lt − t) + 1

))

(2.2)

2.2.5 Étude de l’action de composés en mélange

Plusieurs études ont montrés qu’il peut exister des effets de synergie ou au contraire

d’antagonisme entre composés inhibiteurs lorsqu’ils sont présents en mélange.
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Au vu du nombre de composés précédemment caractérisés, le nombre d’inter-

actions à tester est particulièrement important, c’est pourquoi l’étude des effets des

inhibiteurs en mélange s’est faite par l’intermédiaire d’un plan d’expérience. Le lo-

giciel MODDE 12 (Umetrics, Sartorius-Stedim, Suède) a été utilisé dans la mesure

où il propose un module dédié à la réalisation de plans d’expérience sur micro-

plaque. Ce type de design, appelé RED-MUPs (Rectangular Experimental Design

for Multi-Processing Units), décrit par Olsson et al., permet de tester jusqu’à 18 fac-

teurs différents sur des plaques 96 puits [154]. Dans le cadre de ce plan d’expérience,

les facteurs verticaux (colonnes de la microplaque) ont été organisés selon un design

Doelhert, et les facteurs horizontaux (lignes de la microplaque) ont été répartis se-

lon un design CCC (Central Composite Circumscribed). Cette organisation a permis

d’intégrer les termes quadratiques et les interactions au modèle généré par l’analyse

des résultats de la microplaque. Cependant, introduire les interactions et les termes

quadratiques dans le modèle a limité à 5 le nombre de facteurs pouvant être testés,

il a donc été nécessaire de faire un choix parmi les composés testés précédemment.

Ainsi, les composés les plus fréquemment cités dans la bibliographie ont été retenus :

le HMF et le furfural, l’acide acétique, la vanilline et le syringaldéhyde.

Pour réaliser le plan de plaque, les concentrations minimale et maximale à tester

pour chaque inhibiteur ont été renseignées dans le logiciel MODDE. Les concentra-

tions minimales ont été choisies nulles pour chaque inhibiteur. En ce qui concerne

les concentrations maximales, elles ont été choisies en accord avec les seuils d’inhi-

bition déterminés lors de l’étude de composés purs, exception faite du syringaldé-

hyde pour lequel aucune inhibition n’a été observée aux concentrations testées. La

concentration maximale testée pour le syringaldéhyde a été fixée à 0,25 g L−1 afin de

faciliter sa préparation dans la mesure où il présente une faible solubilité dans l’eau.

Une fois la plage de concentrations à tester déterminée, le logiciel MODDE a

généré un plan de plaque 96 puits avec, pour chaque inhibiteur, différents niveaux

de concentrations à tester, ces derniers sont présentés dans le Tableau 2.4. Dans le

cadre d’un plan d’expérience, les valeurs à tester pour un facteur sont normalisée,

et s’échelonnent donc entre -1 et 1. Dans le cas des concentrations en inhibiteurs,

la valeur -1 correspond à une concentration à 0 g L−1 et la valeur +1 correspond

à la concentration maximale testée. Les concentrations correspondant aux niveaux
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intermédiaires ont donc été calculées par produit en croix.

TABLE 2.4 – Concentrations en inhibiteurs testées dans le cadre du
plan d’expérience.

Niveaux -1 -0,86 -0,5 0 0,5 0,86 1
Composés Concentrations (g L−1)

Syringaldéhyde 0 0,063 0,13 0,19 0,25
Vanilline 0,02 0,16 0,29
Acide acétique 0 0,31 0,63
HMF 0 0,16 0,31
Furfural 0 0,08 0,16

Ces composés inhibiteurs ont donc été ajoutés, suivant le plan de plaque, à une

solution de milieu MBS, décrit dans la partie précédente (2.2.3), et de glucose à

10 g L−1.

Comme dans le cas de l’étude des composés seuls, une fois inoculée, la micro-

plaque a été mise à incuber à 37 ◦C sous agitation continue pendant 24 heures avec

un relevé de DO toutes les 30 minutes. Une fois la croissance terminée, le temps de

latence, le taux spécifique de croissance et l’amplitude de croissance ont été extraits

à l’aide du programme Python évoqué précédemment. Les données ainsi récupé-

rées ont ensuite été renseignées dans le logiciel de plan d’expérience qui, après avoir

traité les données, a construit un modèle (Equation 2.3) renseignant sur le poids de

chaque inhibiteur sur l’inhibition de croissance, ainsi que les éventuelles interactions

entre composés.

Y =
n

∑
i=1

aiXi +
n

∑
i=1

biX
2
i +

n

∑
i,j=1

cijXiXj (2.3)

Où Y représente un paramètre de croissance (temps de latence, taux de croissance

ou amplitude de croissance), Xi représente la concentration de l’inhibiteur i et ai, bi et

cij représentent respectivement les facteurs de pondération de la concentration d’un

inhibiteur i, du terme quadratique de cette concentration et enfin des éventuelles

interactions entre ce composé et les autres inhibiteurs présents dans le milieu.
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2.2.7 Adaptation de B. subtilis 168 au xylose

La consommation du xylose par Bacillus subtilis 168 étant décrite dans la biblio-

graphie comme étant lente, nous avons tenté de l’accélérer. Pour ce faire, deux mé-

thodes ont été testées : l’adaptation sur milieu gélosé décrite par Schmiedel et al.

(1996) et une adaptation en milieu liquide basée sur les données de Krispin et al.

(1998) [94, 182].

L’adaptation sur milieu gélosé a consisté à cultiver B. subtilis 168 sur un milieu

gélosé ne contenant que du xylose comme source de carbone. La gélose utilisée était

composée de : 2,5 g L−1 d’extrait de levure, 6 g L−1 de peptone, 1 g L−1 de xylose

et 15 g L−1 d’agar. Une préculture de 7 heures en milieu MBS (décrite dans la par-

tie 2.2.2) a été étalée sur une gélose puis cette dernière a été mise à incuber à 37 ◦C

jusqu’à apparition de colonies. Une fois les colonies développées, elles ont été pré-

levées, resuspendues dans du tampon McIlvaine à pH 7 puis étalées sur une gelose

fraiche. Ce processus a été répété plusieurs fois et le délai d’apparition des colonies

a été mesuré.

Le transporteur AraE étant décrit par Krispin et al. comme étant induit par la

présence d’arabinose dans le milieu et surtout comme étant capable de prendre en

charge le transport du xylose dans la cellule, l’adaptation en milieu liquide a consisté

à cultiver B. subtilis 168 dans un mélange d’arabinose et de xylose afin d’accélérer

la consommation de ce dernier. Le milieu de culture était composé de milieu MBS

supplémenté de 10 g L−1 de xylose et de 1,25 g L−1 d’arabinose. Toutes les 24 heures,

les cultures étaient prélevées et réintroduites dans du milieu frais.

Les deux méthodes d’adaptation ont ensuite été comparées à un témoin, la souche

non adaptée, par culture en milieu MBS ne contenant que du xylose comme source

de carbone. Des prélèvements réguliers ont permis de suivre, par HPLC, l’évolution

de la concentration en xylose au cours du temps, et ainsi de quantifier l’efficacité de

chaque méthode.
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2.3 Élimination des composés inhibiteurs par nanofiltration

2.3.1 Matériels

Membranes

Cinq membranes de nanofiltration ont été testées : NF (Dow, USA), NF90 (Dow,

USA), DK (GE Osmonics, USA), KH aussi appelée Duracid (GE Osmonics, USA)

et enfin NP030 (Microdyn Nadir, Germany). Le Tableau 4.2 regroupe les données

constructeur des différentes membranes. Une membrane neuve a été utilisée pour

chaque expérience.

TABLE 2.5 – Spécifications des membranes communiquées par les
constructeurs

Membrane Matériau Cut-off Permeabilité à l’eau T pression max pH
(Manufacturer) (Da) (L h−1 m−2 bar−1) (◦C) (bar)

DK (GE, USA) polypiperazine amide 150 - 300 5.4 90 40 1 - 11
KH (GE, USA) polypiperazine amide 150 - 400 2.0 70 55 < 1 - 9
NF (Dow, USA) polypiperazine amide 200 5.9 a ns b nsb 2 - 11
NF90 (Dow, USA) fully aromatic polyamide < 100 8.7 45 41 2 - 11
NP030 (Microdyn Nadir) polyethersulfone 400 > 1 95 40 0 - 14(Germany)

a. mesuré au laboratoire
b. non spécifié

Appareil de filtration

Les expériences de nanofiltration à l’échelle laboratoire ont été conduites sur un

module METcell (Evonik Industries, Allemagne). Ce pilote est schématisé sur la Fi-

gure 2.3. La pression transmembranaire est générée par l’injection d’azote sous pres-

sion dans le système. Le pilote est équipée d’une cuve d’alimentation présentant un

volume utile de 600 cm3 et une pompe assure la circulation de l’alimentation au sein

du circuit. Les membranes, d’une surface de 13 cm2, sont placées sur des disques

microporeux, dans des modules inviduels dont la structure est présentée sur la Fi-

gure ??. Jusqu’à trois modules peuvent être installés en série. Dans la mesure où le

flux de perméat est négligeable par rapport au volume d’alimentation, on peut consi-

dérer que la composition de l’alimentation ne varie pas d’une membrane à l’autre et

par conséquent que les trois membranes sont soumises aux même conditions. La

mesure du débit de perméat se fait par l’intermédiaire d’une balance connectée à
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un ordinateur sur lequel un logiciel d’acquisition (LabX direct balance, Metler To-

ledo, USA) enregistre le poids appliqué sur la balance au cours du temps. Pour les

expériences s’effectuant en recirculation totale, c’est à dire lorsque que le perméat

est réinjecté dans la cuve d’alimentation de manière à conserver la composition de

l’hydrolysat filtré, une pompe HPLC (Gilson, USA), capable de supporter de fortes

pressions, est utilisée.

FIGURE 2.3 – Schema du montage du METcell (Evonik Industries,
UK)

2.3.2 Modes opératoires

Compactage des membranes de nanofiltration

Avant toute expérience de filtration, les membranes de nanofiltration ont été

compactées afin d’assurer un état d’équilibre pour la suite des expériences. Ce com-

pactage a été réalisé en filtrant de l’eau MilliQ à la pression transmembranaire (TMP)

maximale, à savoir 36 bar, jusqu’à ce que le débit de perméat soit constant, signe que

les membranes ont atteint un état stationnaire.

Calcul de la perméabilité hydraulique des membranes

Une fois les membranes de nanofiltration compactées, leur perméabilité à l’eau

a été mesurée de manière à, d’une part, vérifier leur intégrité et leur bon fonctionne-

ment, et d’autre part, à obtenir une référence de perméabilité à l’eau avant filtration
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de l’hydrolysat, une perte de perméabilité après filtration étant souvent synonyme

d’un colmatage des membranes.

Le calcul de la perméabilité s’est fait par mesure du débit de perméat à différentes

pressions transmembranaires décroissantes (TMP) 36, 30, 26 et 20 bar avec un temps

d’équilibrage d’au moins 30 minutes à chaque palier de pression. La perméabilité a

l’eau (Lwater
P ) a alors été déterminée suivant l’équation 2.4.

Jw = Lwater
P × TMPe f f (2.4)

Avec Jw (L h−1 m−2 bar−1), TMPe f f (bar) représentant respectivement le flux de

perméat et la pression transmembranaire (TMP).

Criblage de différentes membranes de filtration

Pour rappel, l’objectif de l’étape de nanofiltration était d’éliminer les composés

inhibiteurs identifiés dans l’hydrolysat de paille de blé tout en conservant un maxi-

mum les sucres présents. Au regard de cet objectif, les performances des cinq mem-

branes listées dans la partie 4.3.1, ont été comparées selon trois critères : la rétention

des sucres, la transmission des inhibiteurs et la perméabilité à l’hydrolysat.

La rétention des sucres et des composés inhibiteurs ont été calculés suivant l’équa-

tion 2.5.

R(%) =

(

1 −
Cp,i

Cr,i

)

× 100 (2.5)

Avec R, Cp,i (mol L−1) et Cr,i (mol L−1) représentant respectivement le taux de

rétention, la concentration dans le perméat et la concentration dans le rétentat d’un

composé i.

La perméabilité d’une membrane à l’hydrolysat (L
hyd
P ) a été déterminée suivant

l’équation 2.6, par analogie avec la perméabilité hydraulique.

Jv = L
hyd
P × (TMP − ∆π) = L

hyd
P × TMPe f f (2.6)

Avec Jv (L h−1 m−2 bar−1), TMP (bar) et ∆π (bar) représentant respectivement

le flux de perméat, la pression transmembranaire (TMP) et la pression osmotique.
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La pression osmotique est le seul nouveau terme par rapport à l’expression de la

perméabilité hydraulique (2.4), il s’agit d’une contre-pression exercée par les molé-

cules, en particulier les sels, présents dans le rétentat et le perméat. Le calcul de ce

paramètre est expliqué dans la partie 2.1.2. La différence entre la pression transmem-

branaire (TMP) et la pression osmotique (∆π) correspond au véritable différentiel de

pression de part et d’autre de la membrane, ce différentiel est appelé pression trans-

membranaire (TMPe f f ).

La perméabilité à l’hydrolysat a été déterminée en mesurant le flux de perméat

à différentes pressions transmembranaire décroissantes : 36, 30 et 26 bar, après un

temps d’équilibrage de 45 min à chaque palier. La validité de l’equation 2.6 a en-

suite été vérifiée par application d’une régression linéaire entre les valeurs de flux

volumique Jv et de pression transmembranaire efficace TMPe f f . A chaque pression

transmembranaire, des échantillons de rétentat et de perméat ont été collectés de

manière à calculer les taux de rétention des sucres et des composés inhibiteurs.

La perméabilité à l’eau des différentes membrane a été mesurée avant et après

les expériences de criblage, de manière à quantifier le colmatage irréversible.

Influence du pH et de la pression osmotique

L’influence du pH et de la pression osmotique, sur les performances de sépa-

ration, a été étudiée par nanofiltration d’hydrolysats modèles. Ces solutions repre-

naient la composition en sucres et en inhibiteurs de l’hydrolysat réel (Tableau 2.1).

La différence entre les différentes solutions résidait l’absence ou la présence de sels

de sulfates, ainsi que leur nature. La composition ainsi que les principales caracté-

ristiques des différentes solutions modèles sont résumées dans le Tableau 4.3.

TABLE 2.6 – Caractéristiques des solutions modèles utilisées pour
étudier l’influence de la pression osmotique et du pH sur les perfor-

mances membranaires

Hydrolysat réel Modèle (1) Modèle (2) Modèle (3)

H2SO4 (mol L−1) 0.13 - 0.13 -
Na2SO4 (mol L−1) - - - 0.13

pH 0.90 3.0 0.90 3.0
π (bar) 28 17 26 26
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Ces solutions modèles ont été filtrées en recirculation totale en utilisant la mem-

brane DK (GE Osmonics, USA). La filtration s’est effectuée à quatre pressions trans-

membranaire différentes 36, 30, 26 et 20 bar, de manière décroissante, avec un temps

d’équilibrage de 45 minutes à chaque palier. A chaque étape, le débit de perméat

a été mesuré et des échantillons de rétentat et de perméat ont été prélevés afin de

mesurer les taux de rétention des différents composés présents en solution ainsi que

pour calculer la contre pression osmotique ∆π, en accord avec l’équation 2.6.

Etude de différents modes de diafiltration

Les performances de différents modes de diafiltration, en terme d’élimination

des composés inhibiteurs, ont été comparées. Compte tenu de la forte pression os-

motique du milieu (≈ 28 bar), seuls les modes continu et séquentiel-dilution ont

été testés. En effet le mode séquentiel-concentration entrainerait une augmentation

de la contre pression osmotique, ce qui aurait pour effet de fortement réduire voir

d’empêcher tout débit de perméat.

Au vu des résultats obtenus pour les expériences précédentes, les diafiltrations

ont été conduites à une pression transmembranaire (TMP) de 26 bar avec la mem-

brane DK (GE Osmonics, USA) à une température de 25 ◦C jusqu’à trois volumes de

diafiltration. Cela signifie qu’en fin d’expérience, le volume d’eau injecté correspon-

dait à trois fois le volume d’alimentation de départ.

Des prélèvements du rétentat, du perméat instantané et du perméat moyen ont

été réalisés tout les demi dia-volumes en se basant sur la quantité de perméat ex-

traite. Le volume des prélèvements a été pris en compte afin d’ajuster le volume des

dia-volumes à la quantité d’hydrolysat restant dans la cuve d’alimentation.

Dans le cas de la diafiltration continue l’ajout d’eau s’est fait de manière constante

via l’utilisation d’une pompe HPLC dont le débit était calé sur le débit de perméat en

sortie de membrane. Dans le cas du mode discontinu en revanche, l’ajout se faisait

d’un coup, il a donc été nécessaire de redescendre la pression transmembranaire à

pression atmosphérique à la fin de chaque dia-volume, de manière à pouvoir ouvrir

le système, ajouter l’eau, puis remonter en pression pour relancer la diafiltration.
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La perméabilité à l’eau de la membrane a été mesurée avant et après chaque dia-

filtration de manière à quantifier le colmatage irréversible de la membrane à l’issue

de la filtration.

Etude de l’influence du sens d’évolution de la pression transmembranaire

Les expériences de criblage ont été réalisées à différentes pressions décroissantes.

Afin d’évaluer l’influence du sens d’évolution de la pression, la même expérience a

été réalisée mais en faisant cette fois ci évoluer la pression de manière croissante.

Après compaction de la membrane DK à 36 bar avec de l’eau MilliQ, la per-

méabilité à l’eau de la membrane a été mesurée comme décrit précédemment. L’hy-

drolysat a ensuite été filtré en recyclage total, à différentes pressions transmembra-

naires croissantes : 26, 30, 36 bar. La membrane a été équilibrée pendant 45 minutes

à chaque palier, puis le flux de permeat a été mesuré et des échantillons de rétentat

et de perméat ont été collectés de manière à calculer le taux de rétention des sucres

et des composés inhibiteurs.

Enfin, la perméabilité de la membrane a l’eau a été à nouveau mesurée de ma-

nière à quantifier le colmatage de la membrane.

2.3.3 Caractérisation de la membrane par zêtamétrie

La zêtamétrie consiste en l’étude de la charge électrique, aussi appelé potentiel

zêta (ζ), à la surface d’un matériau. Le principe de la mesure du potentiel zêta est

illustré sur la Figure 2.4. Le matériau, ici une membrane de nanofiltration, est placé

dans une cellule de mesure adaptée à la géométrie de l’échantillon. L’appareil fait

ensuite circuler une solution d’électrolyte, de concentration connue, au sein de la cel-

lule. Deux électrodes, placées de part et d’autre de la cellule de mesure permettent de

mesurer la différence de potentiel de l’électrolyte en entrée et en sortie de la cellule

afin d’en déduire à la charge électrique à la surface du matériau.

Détermination du pH isoélectrique de la membrane

Le pH isolélectrique de la membrane a été mesuré à l’aide du zêtamètre Sur-

PASS (Anton-Paar, Autriche). Pour ce faire, deux échantillons de membrane de 2 cm
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par 1 cm ont été découpés dans une membrane plane et plongés dans une solution

d’électrolyte (KCl à 1 mmol L−1) pendant 10 heures afin d’équilibrer la membrane.

Les deux échantillons ont ensuite été placés dans la cellule de mesure, face à face, et

espacés d’environ 100 µm.

FIGURE 2.4 – Principe de mesure du potentiel ζ en présence d’une
molécule adsorbante

Le zêtamètre a ensuite été programmé pour soumettre la membrane à une rampe

de pH allant de pH 5 à pH 3 tout en mesurant son potentiel zêta. Pour rappel, les

membranes de nanofiltration sont composées de polymères (polyamide, polyether-

sulfone, . . . ) dont la charge électrique dépend du pH. Ainsi, en fonction du pH du

milieu dans lequel la membrane se trouve, sa charge globale va être modifiée, elle

sera positive pour des pH inférieurs à son point isoélectrique, et deviendra négative

au delà. Le pH isoélectrique a donc été déterminé comme étant la valeur de pH à

laquelle le potentiel zêta s’annulait.

Étude de l’adsorption de la vanilline sur la membrane par zêtamétrie

L’adsorption de molécules à la surface de la membrane est susceptible de mo-

difier la charge électrique de cette dernière. La vanilline a été utilisée pour évaluer

l’adsorption de composés inhibiteurs à la surface de la membrane, elle présente en

effet la solubilité dans l’eau la plus élevée des quatre composés indentifiés, ce qui a

facilité sa manipulation.

Ainsi l’étude de l’adsorption de composés phénoliques à la surface de la mem-

brane DK (Dow, USA) a été réalisée à deux pH différents : 2,8 et 4,4 de manière à

se placer de part et d’autre du pH isolélectrique de la membrane. Deux solutions

d’électrolyte (KCl à 1 mmol L−1) ont donc été préparées et leur pH a été ajusté aux
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valeurs cités précédemment. Pour chaque électrolyte le potentiel zeta de la mem-

brane a été mesuré avant ajout de vanilline dans la solution afin de déterminer une

ligne de base servant de référence. Par la suite, de la vanilline a été ajoutée à diffé-

rentes concentrations : 0,5, 1 et 1,5 g L−1. A chaque concentration, le potentiel zêta de

la membrane DK a été mesuré pendant 10 min via un plugin du logiciel du SurPASS,

dédié à l’analyse de phénomènes d’adsorption.

Une fois les mesures terminées, les données brutes ont été récupérées et analy-

sées à l’aide d’un programme développé en Python, permettant, entre autre, l’éli-

mination des variations extrêmes du potentiel zêta liées au fonctionnement du zêta-

mètre.

2.3.4 Montée en échelle du procédé de nanofiltration

Les expériences précédentes, menées sur le module METcell, ont permis de choi-

sir la membrane et les conditions de filtration les plus adaptées à la problématique

d’élimination des composés inhibiteurs dans un hydrolysat de paille de blé. Cepen-

dant, cette échelle n’était pas la plus efficace pour produire rapidement une quantité

importante de milieu détoxifié. C’est pourquoi la montée en échelle du procédé de

filtration a été étudiée. Cette étude s’est faite en trois grandes étapes : dans un pre-

mier temps l’influence d’un paramètre jusqu’à lors immuable, la vitesse de circula-

tion tangentielle, a été testée afin de déterminer une valeur optimale. Dans un second

temps, la dia-nanofiltration à l’échelle pilote a été réalisée. Enfin, le colmatage de la

membrane à cette nouvelle échelle a été caractérisé.

La montée en échelle de la filtration a requis un volume d’hydrolysat plus impor-

tant que pour le METcell, un minimum de 2 litres étant nécessaire. Pour répondre à

ce besoin un nouveau lot d’hydrolysat a été utilisé, la composition en sucres et com-

posés inhibiteurs de ce nouveau était comparable à celle du premier, en revanche, la

concentration en sels était plus élevée, augmentation la pression osmotique du mi-

lieu à 35 bar, soit la pression transmembranaire (TMP) maximale utilisée. En consé-

quence, le criblage des différentes vitesses de circulation tangentielles s’est fait en

utilisant l’hydrolysat dilué au demi afin de réduire la pression osmotique et assurer

un débit de perméat.
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Module de filtration pilote

Le pilote utilisé pour cette montée en échelle est un pilote réalisé sur mesure par

la société SIVA (France). Il présente la particularité de proposer trois circuits de filtra-

tion : filtration sur membrane polymérique plane, filtration sur membrane polymé-

rique spiralée et enfin filtration sur membrane céramique tubulaire. L’organisation

du pilote est schématisée sur la Figure 2.5.

FIGURE 2.5 – Organisation du pilote SIVA

La membrane utilisée était une membrane DK spiralée (Dow, USA) d’une surface

de 0,32 m2. Comme pour les expériences conduites sur le METcell, avant chaque ex-

périmentation, la membrane a été compactée à la pression transmembranaire (TMP)

maximale, à savoir 36 bar, pendant au minimum une heure et demie avec de l’eau

MilliQ. Ensuite sa perméabilité hydraulique a été calculée en mesurant le débit de

perméat à différentes pression transmembranaire (TMP) s’échelonnant entre 20 et

36 bar.
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Étude de l’impact de la vitesse de circulation tangentielle sur les performances de

filtration

Comme évoqué en introduction de cette partie, contrairement au module MET-

cell, le pilote SIVA permet de contrôler la vitesse tangentielle de circulation de l’ali-

mentation le long de la membrane. Ce paramètre prend une importance toute parti-

culière dans la mesure où l’on utilise une membrane spiralée.

Les modules spiralés, en plus de la membrane, comportent d’autres éléments

appelés espaceurs ou "spacers". L’un d’eux, le feed spacer peut présenter différentes

épaisseurs ainsi que différentes géométries. Son rôle est de maximiser les transferts

au niveau de la membrane en générant un écoulement turbulent le long de cette

dernière. Ainsi son action est fortement corrélée avec la vitesse d’écoulement tangen-

tielle, c’est pourquoi ce paramètre a été étudié avant d’effectuer les dia-nanofiltrations.

Pour ce faire, quatre débits d’alimentation ont été testés : 406, 470, 540 et 600 L h−1

à trois paliers de pression différents : 15, 20 et 25 bar. Pour rappel, l’hydrolysat utilisé

dans cet expérience était dilué au demi du fait de sa forte pression osmotique. La

dilution diminuant la pression osmotique de la solution, il n’a pas été nécessaire

de pousser la pression transmembranaire (TMP) jusqu’à 36 bar, c’est pourquoi les

pressions transmembranaires utilisées sont inférieures à celles testées sur le METcell.

Pour chaque couple débit d’alimentation / pression, après 45 minutes d’équili-

brage, le rétentat et le perméat on été prélevés afin de quantifier le taux de rétention

des sucres et des inhibiteurs et de calculer la contre pression osmotique (∆π).

La perméabilité à l’eau de la membrane a été mesurée avant et après l’expéri-

mentation de manière à estimer le colmatage irréversible de la membrane.

Dia-nanofiltration sur module spiralé

Une fois la vitesse de circulation tangentielle et la pression transmembranaire

(TMP) optimales déterminées, la dia-nanofiltration de l’hydrolysat a pu être effec-

tuée. Comme expliquée plus haut, la montée en échelle du procédé a nécessité l’uti-

lisation d’un nouveau lot d’hydrolysat, ce dernier présentant une pression osmo-

tique plus élevée (≈ 36 bar), la dia-nanofiltration a été réalisée en mode séquentiel-

dilution.
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Ce pilote présentant des débits de perméat plus élevés que le METcell, la dia-

nanofiltration a été conduite jusqu’à 15 volumes de diafiltration, c’est à dire qu’en fin

d’expérience le volume d’eau ajouté correspondait à 15 fois le volume d’hydrolysat

de départ qui était de 2 litres.

Des prélèvements de 100 mL ont été effectués à 5, 10 et 15 dia-volumes de ma-

nière à pouvoir réaliser des tests de fermentation avec Bacillus subtilis 168, la souche

classique et la souche adaptée au xylose.

Fermentation de différents dia-volumes

Douze milieux différents ont été préparés à partir des trois dia-volumes diffé-

rents préparés à quatre dilutions différentes selon les proportions indiquées dans le

Tableau ??.

TABLE 2.7 – Différents niveaux de détoxification utilisés à différentes
dilutions pour tester leur fermentescibilité par Bacillus subtilis 168

(Hyd : hydrolysat, MBS : milieu MBS définit précédemment).

Dilution 0,25 0,5 0,75 1
Dia-Volume

5 25%Hyd
25%MBS
50%Eau

50%Hyd
25%MBS
25%Eau

75%Hyd
25%MBS

100%Hyd

10 25%Hyd
25%MBS
50%Eau

50%Hyd
25%MBS
25%Eau

75%Hyd
25%MBS

100%Hyd

15 25%Hyd
25%MBS
50%Eau

50%Hyd
25%MBS
25%Eau

75%Hyd
25%MBS

100%Hyd

Les tests ont été effectués en microplaque 12 puits, chaque puits correspondant

à une condition. L’expérience a été effectuée avec la souche de Bacillus subtilis 168

adaptée sur xylose et la souche classique. Chaque puits a été rempli avec 3 mL de

milieu, puis inoculé avec une préculture de 7 heures diluées dans du MBS de ma-

nière à avoir une densité optique initiale de 0,1. La microplaque a ensuite été mise

à incuber dans le lecteur de microplaque Epoch2 (BioTek, USA) à 37 ◦C pendant 48

heures sous agitation continue.
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d’onde de 375 nm. Le banc optique est par ailleurs équipé de polariseurs horizon-

taux et verticaux, d’une lame à retard (permet de déphaser la composante verticale

et horizontale d’un signal lumineux) et de deux photomultiplicateurs collectant res-

pectivement l’intensité verticale (IV) et horizontale (IH) du signal.

L’organisation du banc optique du cytomètre adapté à l’étude de la fluidité mem-

branaire est représentée sur la Figure 2.8.
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FIGURE 2.8 – Organisation du banc optique du cytomètre utilisé pour
la mesure de la fluidité membranaire.

2.4.2 Marqueurs utilisés

Des marqueurs renseignant sur la viabilité cellulaire mais aussi sur les propriétés

de la membrane plasmique ont été utilisés, leurs caractéristiques sont résumées dans

le Tableau 2.8.

Le mode d’action de ces quatre marqueurs est illustré sur les Figures 2.9 et 2.10.

L’IP vient se fixer à l’ADN des cellules dont la membrane perd son intégrité, il fluo-

resce à 675 nm. Le cFDA est composé de deux groupements, dans le cas d’une acti-

vité estérasique de la cellule, synonyme de viabilité, la liaison entre les deux grou-

pements est lysée et l’un des deux groupements fluoresce à 536 nm. Le DiBAC est
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de DiBAC4(3) ont été ajoutés à la suspension, puis le tout à été mis à incuber à 40 ◦C

pendant 20 minutes.

Fluidité membranaire

Le marquage de fluidité membranaire s’est fait à l’aide de DPH (1,6-diphenyl-

1,3,5-hexatriene, Sigma-Aldrich, L’Isle d’Ableau, France). Le DPH était dissous dans

du DMSO à hauteur de 6 mmol L−1. Avant d’ajouter 5 µL de DPH à la suspension

à la suspension cellulaire, ce dernier était soniqué pendant 5 minutes à 20 Hz de

manière à assurer la formation de micro gouttelettes à même de s’intercaler dans

la membrane plasmique. La suspension marquée était ensuite vortexée pendant 1

minute, centrifugée 90 secondes à 14,000 g puis resuspendue dans du tampon MES

avant analyse au cytomètre.

2.4.4 Conditions de cultures

Pour cette étude, les deux composés phénoliques présentant l’action inhibitrice

la plus forte sur B. subtilis 168 ont été choisis : la vanilline et l’acide férulique. Cinq

milieux différents ont été inoculés à l’aide d’une préculture de la souche adaptée au

xylose (obtenue après le protocole décrit dans la partie 2.2.7) agée de 7 heures. Les

milieux de culture étaient composés de MBS additionné de glucose à 10 g L−1 et de

composés inhibiteurs selon les concentrations listées dans le Tableau 2.9.

TABLE 2.9 – Différents milieux de cultures utilisés pour étudier, par
cytométrie en flux, les effets de la vanilline et de l’acide férulique sur

Bacillus subtilis 168.

Milieu Inhibiteurs

Reference -
Van 1 Vanilline 0,25 g L−1

Van 2 Vanilline 0,50 g L−1

Fer Acide férulique 2,0 g L−1

VanFer Vanilline 0,50 g L−1 + Acide férulique 2,0 g L−1
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Mesure de la dépolarisation membranaire

La dépolarisation membranaire a été caractérisée par marquage au DiBAC. On

commence par marquer une culture témoin ne présentant pas de dépolarisation

membranaire, de manière à régler les gains des photomultiplicateurs de sorte à pla-

cer le signal de réponse dans une zone de référence. Par la suite on marque au DiBAC

les prélèvements de cellules susceptibles d’être dépolarisées et on mesure ensuite la

proportion de cellules se trouvant en dehors de la zone de référence ainsi que leur

intensité de fluorescence, comme illustré sur la Figure 2.12.

FIGURE 2.12 – Analyse d’un marquage au DiBAC

Mesure de la fluidité membranaire

La fluidité membranaire a été caractérisée par marquage au DPH. Le DPH est

un marqueur venant s’intercaler dans la bicouche lipidique de la membrane. Selon

la mobilité de ce marqueur au sein de la membrane, les composantes verticale et

horizontale de la lumière seront différentes. On définit un coefficient d’anisotropie r

de la manière suivante (Equation 2.7) :

r =
IVV − IVH × G

IVV + 2IVH × G
(2.7)

En cytométrie en flux, le coefficient G, défini comme étant le rapport IHV
IHH

vaut 1.

Ainsi, en pratique, on mesure r à partir de la formule suivante (Equation 2.8) :

r =
FL3 − FL4

FL3 + 2FL4
(2.8)
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Où FL3 et FL4 correspondent respectivement aux composantes verticale et hori-

zontale de la fluorescence de longueur d’onde 455 nm. Plus l’anisotropie est faible,

et plus la membrane cellulaire est fluide.
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Résultats et Discussions

FIGURE 2.13 – Schéma récapitulatif des expériences effectuées pour
répondre à la problématique de la thèse.
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Chapitre 3

Etude des seuils d’inhibition et des

interactions de composés

inhibiteurs sur Bacillus subtilis

3.1 Objectifs et principaux résultats

L’objectif principal des expériences présentées dans ce chapitre a été de détermi-

ner les concentrations minimales inhibitrices de différents composés, couramment

retrouvés dans les hydrolysats hémicellulosiques, vis à vis de Bacillus subtilis 168.

Dans un premier temps, Bacillus subtilis 168 a été confronté à différents com-

posés inhibiteurs, un à un : HMF, furfural, acide acétique, acide lévulinique, acide

formique ainsi que les principaux composés phénoliques couramment cités dans la

bibliographie, vanilline, syringaldéhyde, acide férulique et acide coumarique. Cette

étape avait pour but d’établir la concentration minimale inhibitrice de chaque com-

posé.

Dans un second temps un plan d’expérience sur microplaque 96 puits a été réa-

lisé afin d’essayer de mettre en évidence d’éventuelles interactions entre les inhibi-

teurs.

Voici les principaux résultats :

— Bacillus subtilis 168 présente une plus forte sensibilité aux composés inhibi-

teurs que la plupart des autres microorganismes cités dans la bibliographie.

— Les composés phénoliques, en particulier la vanilline et l’acide férulique, exercent

l’inhibition la plus forte.
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— Les acides aliphatiques présentent un effet inhibiteur réduit, sans doute dû

au pH 7 du milieu de culture, les acides étant dissociés dans le milieu extra-

cellulaire, ils n’entrainent pas d’acidification du cytoplasme.

— Les inhibiteurs exercent majoritairement un effet bactériostatique sur Bacillus

subtilis 168, peu d’effets sur le taux de croissance ont été observés.

— Dans les conditions opératoires utilisées, certains composés, en particulier les

phénols, présentent des effets de synergies.
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3.2 Introduction

Though it is used in numerous applications in industry, oil exploitation raises

concerns about its impact on environment. Oil usages imply long carbon cycle and

many petro-sourced products are difficult to recycle efficiently and are not biodegra-

dable leading to their accumulation in natural environment.

This is why many researches focus on developing sustainable alternatives to oil.

Among the different possibilities, lignocellulosic biomass appears to be a promising

one. Lignocellulosic biomass is produced by plants, for this reason, it is available in

great quantities, mainly as agricultural and forest exploitation residues, it presents a

rapid turnover and, as plants consume CO2 to produce organic matter, its exploita-

tion would imply a short carbon cycle [39].

Lignocellulosic biomass is composed of cellulose, hemicelluloses and lignin. The

first two are polymers of sugars, glucose and a mixture of hexoses and pentoses

respectively [186]. For that reason, they represent valuable resources for biotechno-

logies, since sugars can be converted to various molecules through fermentation pro-

cesses. Lignin is a cross-linked polymer composed of three aromatic monomers [121]

(hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G) and syringyl (S)) which, alongside other aroma-

tic compounds such as ferulic acid, can be used in green chemistry applications to

produce plastics, additives, resins, and others interesting compounds [80, 175, 176].

However, the main obstacle to the development of lignocellulosic biomass ex-

ploitation is its natural recalcitrance. Indeed, lignocellulose composes plant cell wall,

which ensure rigidity to the cells, allowing vertical growth of plants. This rigidity is

provided by the spatial organisation of lignocellulosic biomass. Cellulose forms fi-

bers that are reinforced by the lignin network and hemicelluloses that ensure linkage

between the two.

In order to access lignocellulosic components, the structure must be disassem-

bled. Hence, pretreatments have been developed to overcome the natural recalci-

trance of lignocellulose. The most commonly used pretreatments, dilute acid hydro-

lysis and steam explosion, efficiently liberate sugars, but, in the same time, because

of high acidity, temperatures and pressures generally involved in these treatments,

by-products are generated[39, 66, 186].
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These by-products can be classified into three main categories : furan deriva-

tives, aliphatic acids and phenolic compounds. These compounds have been shown

to exert inhibitory actions on fermenting microorganisms such as yeasts or bacte-

ria. This is why many research have focus on the inhibitory mechanisms of these

molecules and strategies to overcome it.

Furan derivatives, furfural and 5-(hydroxymethyl)furfural (HMF) are generated

through dehydration of pentoses and hexoses, respectively. They have been shown

to decrease growth rates of microorganisms and, sometimes to increase lag phase.

They mainly interfere with glycolysis by interacting with enzymes involved in this

metabolic pathway [12, 13, 54, 158, 193, 230]. As a result, furans derivatives lead to

depletion of energy and reducing power of cells [185]. They have also been reported

to interact with DNA [104, 131, 233].

Aliphatic acids, mainly acetic, formic and levulinic acid are generated through

deacetylation of hemicelluloses and degradation of furan derivatives respectively.

Their action on cells is highly pH dependant due to their dissociable group. Un-

dissociated form, being hydrophobic, tend to diffuse inside cells and to dissociate

there, because of neutral intracellular pH. This leads to an acidification of intracel-

lular medium which is regulated by cells through the activation of ATP-dependant

pumps [83, 131, 159]. Dissociated form can also been internalized by cells via a pro-

cess called "anion accumulation". These anion then interact with keys enzymes and

by so, hinder metabolic pathways [106, 158, 177, 229].

Phenolic compounds action seems to be more complex and still need to be eluci-

dated. However, studies have demonstrated that phenolic compounds, due to their

hydrophobic nature, interact with cells membrane and can lead to leakage of intra-

cellular content or disruption of ionic gradients [28, 50, 53, 134, 149, 179].

These inhibitory compounds are inherent to the pretreatments methods [166],

hence detoxification processes have been developed to remove them from hydroly-

zates, allowing fermentations of sugars by microorganims. However, these detoxifi-

cation methods add cost to the overall process [90, 92, 144, 155], hindering economi-

cal competitiveness of production of low added value molecules such as bioethanol

compared with oil sourcing.

Bioethanol production being the most developed application of lignocellulosic



3.2. Introduction 99

biomass, studies of inhibitory effects of furan derivatives, aliphatic acids and lignin

derived phenolic compounds were mainly conducted using ethanol producing mi-

croorganisms such as Saccharomyces cerevisiae [12, 13, 73, 75, 185], Pichia stipitis [7, 19,

150, 215] or Escherichia coli [53, 228–230]. Bioethanol is generally produced from the

cellulose fraction of lignocellulose, but it can also be produced from hemicellulose

hydrolyzates using pentoses fermenting microorganisms, such as modified yeasts.

Generation of inhibitory compounds by pretreatments often led to usage of mild

treatment conditions in order to allow yeasts growth, but, in the meantime, limiting

sugars yield of these pretreatments. Moreover lignin fraction have long been used

as a combustible to heat distillation columns [14].

Therefore, bioethanol production competitiveness could be increased by produ-

cing high added value molecules from hemicelluloses hydrolyzates and lignin frac-

tion since the resulting benefit could withstand the costs of detoxification steps [43].

This could be achieved by using pentoses fermenting bacteria easily modifiable by

genetic engineering. B. sutbilis 168 could be an interesting candidate since it is able

to metabolise xylose and it is already used in industry to produce a wide range of

molecules, such as enzymes, antimicrobial compounds and even compounds desti-

ned to pharmaceutical and food applications since it is classified as GRAS (Generally

Recognized As Safe) organism [48, 108, 109, 207, 213, 221]. It is a soil bacteria which

is able to adapt to stressful environmental conditions such as high osmotic pressure,

which is common in hemicellulosic hydrolyzates.

As bacteria are generally more sensitive than yeasts towards inhibitory com-

pounds, it is essential to characterise inhibitory concentrations of furan derivates,

aliphatic acids and phenolic compounds on microorganisms that would be suitable

to the production of high added value compounds. These concentrations will serve

as target to overreach through inhibitory compounds removal processes.

To our knowledge, Bacillus subtilis 168 has been little studied in the context of

fermenting hemicellluloses hydrolyzates. Consequently, limited information is avai-

lable concerning furans derivatives, aliphatic acids and phenolic compounds inhibi-

tory effects on B. subtilis 168.

In this study, minimal inhibitory concentrations of inhibitory compounds, com-

monly encountered in lignocellulosic biomass hydrolyzates, have been determined
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by confronting this bacteria to different concentrations of these molecules. Interac-

tions between these compounds have also been studied using a design of experiment

adapted to 96 wells microplates.

3.3 Materials and Methods

3.3.1 Bacillus subtilis strain and cultivation

Bacillus subtilis 168

The Bacillus subtilis strain used in this study was Bacillus subtilis 168. It came

from the strain collection of the GMPA (Génie et Microbiologie des Procédés Alimen-

taires) UMR based in Thiverval-Grignon, France. The strain was stored at -80 ◦C in

cryotubes containing BHI (Brain Heart Infusion) medium and glycerol at 10% (v/v).

Inoculum preparation

For every experiment, inoculum was prepared as follows : 0.5 mL of the content

of a cryotube was injected in a 250 mL flask containing 40 mL of a cultivation me-

dium composed of (3.35 g L−1 Yeast Nitrogen Base, 2.5 g L−1 Yeast Extract, pH was

adjusted at 7 using a 2 mol L−1 NaOH solution). Inoculum was the incubated at

37 ◦C for seven hours.

Growth monitoring

Bacterial growth was monitored using a 96 wells microplate (Greiner, Austria),

filled with the cultivation medium described in the previous section, and supple-

mented with different concentrations of inhibitory compounds. The microplate layout

is illustrated on Figure 3.1. Except for the design of experiment, where all 96 wells

have been used, outer wells have been left empty because of their susceptibility to

evaporation. Bacterial growth was estimated through measurement of optical den-

sity at 620 nm (OD620) using Epoch 2 microplate reader (BioTek, USA). Microplate

wells were inoculated with preculture so that starting OD was around 0.1. Cultures

were conducted at 37 ◦C with medium orbital agitation during 12 hours.
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multichannel pipette. To do this optimization, factors are divided into vertical and

horizontal ones [154].

In the present work, only 5 inhibitory compounds could be tested simultaneously

while including interactions and quadratic effects. Vertical factors, namely vanillin

and syringaldehyde, have been organized according to a Doelhert design. Horizon-

tal factors, namely, acetic acid, HMF and furfural, have been organized following

a Central Composite Circumscribed (CCC) pattern. The combinaison of these two

design allowed to study quadratic and synergistic effects according to Equation 3.2.

Y =
n

∑
i=1

aiXi +
n

∑
i=1

biX
2
i +

n

∑
i,j=1

cijXiXj (3.2)

where Y, Xi and X2
i represent the response (lag time or growth rate), a factor

(inhibitory compound concentration) and its quadratic effect, respectively, while ai,

bi and ci represent the corresponding coefficients.

Concentrations tested for each inhibitory compound are presented on Table 3.1

and the corresponding plate layout is illustrated in annexe. The different levels and

plate layout have been generated by MODDE 12 after filling up extreme values of

concentrations to be tested for each compound.

TABLE 3.1 – Inhibitory compounds concentrations tested in the DOE
using 96 wells microplates. Levels are generated by MODDE 12 soft-
ware, -1 level and +1 level correspond to the lowest and highest

concentration tested for a compound, respectively.

Levels -1 -0.86 -0.5 0 0.5 0.86 1
Compound Concentrations (g L−1)

Syringaldehyde 0 0.063 0.13 0.19 0.25
Vanillin 0.02 0.16 0.29
Acetic acid 0 0.31 0.63
HMF 0 0.16 0.31
Furfural 0 0.08 0.16
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3.4 Results and discussion

3.4.1 Minimum inhibitory concentration determination for each compound

Furan derivatives

Lag times and specific growth rates of Bacillus subtilis 168 when submitted to

increasing concentrations of furfural and 5-hydroxymethyl-furfural are presented

on Figures 3.3 and 3.4 respectively. Impact of inhibitory compounds on lag time is

represented as the observed difference between lag time of the reference condition

and lag time in presence of an inhibitory compounds (Equation 3.3).

∆λ = λre f − λinhib (3.3)

Minimal inhibitory concentration is defined as the concentration from which ∆λ

begins to be significant, according to the ANOVA results.

Impact of inhibitory compounds on specific growth rate is represented as a ratio

between growth rate in inhibitory conditions and growth rate in reference condi-

tion µ
µre f

.
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FIGURE 3.2 – Growth profile of Bacillus subtilis 168, when submitted
to increasing furfural concentrations.

Figures 3.3a and 3.4a show that an increase in furan derivatives concentrations

led to an increase of lag time. For both compounds, little or no growth was observed

in 12 hours for concentrations above 1.25 g L−1. However, growth rate of the bacteria

seemed to be less affected by the increasing concentrations of inhibitory compounds.
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FIGURE 3.3 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of furfural. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.
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FIGURE 3.4 – Lag time and growth rate values (relative to refe-
rence condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to in-
creasing concentrations of HMF. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.

Results of analysis of variance (ANOVA), applied to the lag time, give insights

about the minimum inhibitory concentrations of a compound (Table 3.2). According

to these results, furfural and HMF start to exert inhibitory effects on Bacillus subtilis

168 at 0.31 and 0.63 g L−1 respectively. Running an ANOVA on specific growth rates

(μ) showed that furfural did not affect Bacillus subtilis 168 exponential phase while

HMF started to decrease growth rate at 1.25 g L−1 (Data not shown).

Aliphatic acids

Figures 3.5, 3.6 and 3.7 illustrate the evolution of the lag time and growth rate

of Bacillus subtilis 168 when exposed to different concentrations of acetic, formic and
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TABLE 3.2 – P-values obtained by running an ANOVA on lag time
values between reference (no inhibitory compounds) and different
furfural, HMF, acetic formic and levulinic acids concentrations. Diffe-
rence between reference and another condition is considered signifi-

cant if P-value < 0.05.

Concentration Furfural HMF Acetic acid Formic acid Levulinic acid
g L−1

0.04 0.922697 0.886616 0.431174 0.712599 0.153484
0.08 0.812605 0.831451 0.425653 0.304038 0.475251
0.16 0.118273 0.227241 0.012573 0.968620 0.453160
0.31 0.029085 0.730995 0.002641 0.918372 0.200134
0.63 0.000645 0.035437 0.001583 0.999389 0.117186
1.25 0.000129 0.001721 0.000280 0.323361 0.147073
2.50 0.000111 NaN 0.000026 0.003927 0.922180
5.00 0.000002 0.000071 0.000020 0.000077 0.006386

levulinic acids respectively.
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FIGURE 3.5 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of acetic acid. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.

Acetic acid gradually increased lag time up to 3 hours for concentrations ranging

from 0.63 to 5.0 g L−1. Concerning formic and levulinic acid, no effect on lag time was

observed for concentrations below 2.5 and 5.0 g L−1. Similar observations could be

made for growth rate, however, in case of acetic acid, growth rate showed an inter-

esting trend. According to ANOVA analysis on growth rate (data not shown), low

concentrations of acetic acid (up to 0.33 g L−1), tended to accelerate Bacillus subtilis

168 while higher concentrations decreased it. This observation could mean that, at

low concentrations, acetic acid could exert a positive effect of the bacteria metabo-

lism.

P-values obtained after ANOVA analysis on lag time (Table 3.2) indicated that
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FIGURE 3.6 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of formic acid. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.
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FIGURE 3.7 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of levulinic acid. Blank values mean that little or

no growth was observed in 12 hours.

minimum inhibitory concentrations of acetic, formic and levulinic acids where 0.16,

2.5 and 5.0 g L−1 respectively.

Phenolic compounds

Lag times and specific growth rates of Bacillus subtilis 168 when exposed to in-

creasing concentrations of vanillin, ferulic acid, syringaldehyde and coumaric acid

are presented on Figures 3.8, 3.9, 3.10 and 3.11 respectively.

Both vanillin and ferulic showed an inhibitory activity on Bacillus subtilis 168

growth. An increase in their concentrations lead to an elongation of the lag time

(Figures 3.8a and 3.9a), however, the growth rate seemed to be unaffected by these
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FIGURE 3.8 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of vanillin. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.
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FIGURE 3.9 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of ferulic acid. Blank values mean that little or no

growth was observed in 12 hours.

TABLE 3.3 – P-values obtained by running an ANOVA on lag time va-
lues between reference (no inhibitory compounds) and different va-

nillin and ferulic acid concentrations.

Concentration Vanillin Ferulic acid
(g L−1)

0.13 0.073849 0.239805
0.25 0.001871 0.570014
0.50 0.000004 0.001452
1.00 NaN 0.001477
2.00 NaN 0.000398

inhibitory compounds (Figures 3.8b and 3.9b). These observations would suggest

that vanillin and ferulic acid exert a temporary inhibitory effect on cells. However,
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for concentrations above 0.5 g L−1 for vanillin and 1.0 g L−1 for ferulic acid, no bac-

terial growth was observed, leading to the assumptions that these conditions were

lethal for Bacillus subtilis 168. According to ANOVA results (Table 3.3), minimum

inhibitory concentrations of vanillin and ferulic acid were 0.25 and 0.5 g L−1 respec-

tively.
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FIGURE 3.10 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of syringaldehyde. Blank values mean that little

or no growth was observed in 12 hours.
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FIGURE 3.11 – Lag time and growth rate values (relative to reference
condition) of Bacillus subtilis 168 growth when submitted to increa-
sing concentrations of coumaric acid. Blank values mean that little or

no growth was observed in 12 hours.

As for vanillin and ferulic acid, syringaldehyde and ferulic acid only affected

the lag time of Bacillus subtilis 168 growth. However, their effects seemed reduced

compared with the previous phenolic compounds. According to ANOVA results

(Table 3.4), coumaric acid inhibitory effects start at 1.0 g L−1. Syringaldehyde results
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TABLE 3.4 – P-values obtained by running an ANOVA on lag time va-
lues between reference (no inhibitory compounds) and different sy-

ringaldehyde and coumaric acid concentrations.

Concentration Syringaldehyde Coumaric acid
(g L−1)

0.06 0.040626 0.440728
0.13 0.052552 0.182182
0.25 0.010452 0.088203
0.50 0.006507 0.209210
1.00 0.002242 0.001337

are less obvious, ANOVA results indicated that the minimum inhibitory concentra-

tion was 0.06 g L−1, however, as shown on Figure 3.10a, standard deviation of the

reference (no inhibitory compounds) is tiny, which may have impacted the results of

the analysis of variance. Hence, the minimum inhibitory concentration can be consi-

dered to be between 0.13 and 0.25 g L−1. It is important to keep in mind that the

increase in lag time caused by syringaldehyde at the maximum concentration tested

remained small, less than 30 minutes, compared with other phenolic compounds.

Minimal inhibitory concentration of each inhibitory compound tested are sum-

marized on Table 3.5.

TABLE 3.5 – Minimal inhibitory concentrations of different com-
pounds on Bacillus subtilis 168.

Compound Minimal Inhibitory Concentration
(g L−1)

Furfural 0.31
HMF 0.63
Acetic acid 0.16
Formic acid 2.50
Levulinic acid 5.00
Vanillin 0.25
Ferulic acid 0.50
Syringaldehyde 0.06 - 0.025
Coumaric acid 1.00

It is difficult to compare the minimum inhibitory concentrations determined in

the present study with other publications as inhibition sensitivity is highly dependent

on the considered microorganism and cultivation conditions [44]. However, Bacil-

lus subtilis 168 seemed to present similar behavior toward inhibitory compounds
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than other microorganisms such as yeasts. Delegenes et al. reported higher inhibi-

tory effects of phenolic compounds, compared with furan derivatives or aliphatic

acids [44]. Among the phenolic compounds, vanillin showed the highest inhibitory

effects when compared with syringaldehyde, similar observations have been repor-

ted by [107, 149, 150]. Wang et al. studied the effects of p-coumaric and ferulic acids

at 0.2 g L−1 and encountered inhibitory effects on Pichia stipitis [215].

Some studies correlated phenolic compounds toxicity to their molecular weight [158,

215] or to their hydrophobicity [131, 229] or in the case of phenolic acids, to the pH

of the cultivation medium [28].In the present work, vanillin showed the strongest

effect, followed by ferulic and coumaric acids, syringaldehyde being more difficult

to rank as previously explained. Molecular weight and hydrophobicity (log(P)) of

these compounds, summarized on Table 3.6, could not explain this ranking on their

own. Hence, toxicity of phenolic compounds seems to depend on multiple factors.

Influence of phenolic compounds on B. subtilis 168 seems to only impact growth lag

phase since growth rate remained unaffected when growth did occurred. Similar

effect of vanillin has also been reported by Rupasinghe et al. [179].

Phenolic compounds would exert inhibition mainly by interfering with the mem-

brane of the microorganisms, causing a leakage of intracellular content, such as ions,

into the extracellular medium [28, 53, 87, 134, 179]. However, the mechanisms of

action of phenolic compounds on the membrane have not been entirely elucida-

ted [158].

TABLE 3.6 – Molecular weight and hydrophobicity (Log(P)) of phe-
nolic compounds identified in the real hydrolyzate.

Compound Molecular Weight Log(P)
(g mol−1)

Vanillin 152 1.24
Syringaldehyde 182 1.14
Coumaric acid 164 1.41
Ferulic acid 194 1.51

Although less toxic than phenolic compounds, furan derivatives remain impor-

tant inhibitory compounds for fermenting microorganisms. In the present work, fur-

fural showed higher toxicity than HMF which is coherent with other studies [12, 55,

229, 230]. This could be explained by the fact that, being smaller, furfural would
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diffuse more rapidly through the plasma membrane than HMF [158].

Depending on the microorganisms and cultivation conditions, furan derivatives

have been reported to impact lag phase and growth rate of microorganisms. Ask et

al. observed a growth rate decrease when submitting S. cerevisiae to 3.9 g L−1 and

1.2 g L−1 of HMF and furfural respectively. The strength of inhibition depended on

the carbon source, the yeasts being more impacted by furan derivatives when grown

on xylose than on glucose [12]. Horvath et al. demonstrated that furfural was more

inhibitory in aerobic conditions compared with anaerobic ones [75]. In the present

work, HMF and furfural impacted B. sutbilis 168 lag time. This could be due to the

accumulation of acetaldehyde in the cells, bacterial growth would not begin before

complete elimination of acetaldehyde [104, 158]. Overall, furan derivatives are res-

ponsible for the depletion of the reducing power and the energy of cells by interfe-

ring with enzymes implied in glycolysis [12, 13, 104, 185].

Finally, aliphatic acids were the less inhibitory compounds on B. subtilis 168 as

growth occurred even at 5.0 g L−1 except for formic acid. Inhibitory effects of these

acids is highly correlated to the pH of the cultivation medium as this parameter in-

fluence de dissociation rate of these compounds [131, 158, 222, 229]. Undissociated

forms of acids are hydrophobic, hence, they can diffuse trough the membrane of mi-

croorganisms, and, intracellular medium being close to neutral pH, acids dissociate,

acidifying the cytoplasm. This accumulation of protons leads to the activation of ATP

dependant pumps in order to restore proton gradient across the membrane. B. sub-

tilis 168 being cultivated at pH 7 during this study, acids were already dissociated

in the cultivation medium, reducing their inhibitory potential. However, they still

exert inhibitory action leading to increased lag time and also impacting growth rate

in the case of acetic acid. Several studies have reported actions of carboxylates on

intracellular enzymes, this could explain the increase in lag time even though in the

present cultivation conditions (pH 7), aliphatic acids were in dissociated form [106,

131, 177, 229].

3.4.2 Study of synergistic effects

A design of experiment was used to study the eventual synergistic effects. The

goal was to express lag time and growth rate as a function of inhibitory compounds
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concentrations and eventual interactions between them. Figure 3.12 summarizes the

characteristics of the model fitting to experimental data and Figure 3.13 illustrates

the impact of each compound and interactions on lag time and growth rate.

FIGURE 3.12 – Summary of fit

FIGURE 3.13 – Coefficients (Scaled and centered)

Figure 3.12 shows that design of experiment led to a good modeling (R2 : 0.94) of

the effects of inhibitory compounds on the growth rate of B. subtilis 168. However,
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due to a lack of reproducibility, the modeling of influence of these compounds on lag

time was less precise (R2 : 0.72). Hence, according to these coefficients, this model is

valid and can be used as a support for explanation of the observed effects.

The coefficients presented on Figure 3.13 represent the influence of a factor on a

response when increasing its value from average value to highest, while other factors

are set to their average values. For example, syringaldehyde coefficient corresponds

to the variation of growth rate and lag time when increasing its concentration from

0.125 g L−1 to 0.25 g L−1 while vanillin, acetic acid, HMF and furfural are set to 0.16,

0.31, 0.16 and 0.08 g L−1 respectively.

According to these results, when multiple inhibitory compounds are presents,

they all tended to decrease growth rate and elongate lag time. Contrary to inhibition

profiles observed when compounds were tested one by one, syringaldehyde exerts

a strong effect on both lag time and growth rate of B. subtilis 168. Vanillin impacted

growth rate but had no significant effect on lag time. Conversely, acetic acid impac-

ted more the lag time than growth rate. HMF and furfural effects remained limited

compared to the other compounds.

The designs used for the DOE were chosen to get an insight of quadratic effects

and interactions between compounds. Results show that there is an important sy-

nergy between syringaldehyde and vanillin when considering growth rate. Howe-

ver, interestingly, considering lag time, both compounds seem to be in competition

since their combined action tend to reduce the lag phase. The two phenolic com-

pounds also demonstrated an important quadratic coefficient, vanillin on growth

rate and syringaldehyde on lag time. These quadratic coefficients mean that there

is an optimum concentration, for each molecule, at which their inhibitory action is

reduced.

Combined actions of inhibitory compounds are commonly reported in biblio-

graphy. Lewis Liu et al. reported synergistic action of HMF and furfural leading to

an increase in lag time that they attributed to a competition between the two com-

pounds for NADPH [104]. Others studies mentioned synergistic effects involving

furfural and other compounds, such as phenolic compounds [131, 153, 159, 229]. On

the other hand, antagonistic effects can also occur. Greetham et al. observed that, at

low concentration, acetic acid could enhance resistance of S. cerevisiae toward HMF
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and furfural by inducing the expression of two genes FET5 and HAC1 [131].

Hence, the results obtained for B. subtilis 168 in the present study seem to differ

from the observations commonly reported in other publications since the design of

experiment did not show strong synergistic effects between furfural and other inhi-

bitory compounds. Nonetheless, it is important to keep in mind that, being conduc-

ted in a 96 wells microplate, cultivation conditions for B. subtilis 168 were not opti-

mum, the microplate allowing for limited oxygenation of the culture broth. Similar

issue has already been reported by Pereira et al. [165]. The authors encountered a

strong well to well disparity when growing B. subtilis or E. coli in 96 microplate.

This well to well disparity was also observed, regarding to lag time values, in the

present work. Pereira et al. discovered that inhomogeneous temperature and evapo-

ration effects played an important role in this lack of repeatability [165]. Moreover,

an important portion (> 4%) of Bacillus subtilis 168 genome is dedicated to stress res-

ponse mechanims. Oxygen limitation has been reported to induce the production of

stresses responses proteins as well as changes in Bacillus subtilis metabolism [145].

Hence, these non optimal growth conditions, especially oxygen limition, could have

induced these responses and caused growth kinetic disparities.

3.5 Comparison of B. subtilis 168 sensitivity towards inhibi-

tory compounds with other microorganisms

TABLE 3.7 – Comparison between Bacillus subtilis 168 sensitivity to
inhibitory compounds with other microorganisms found in bibliogra-

phy.

Reference Microorganism HMF Furfural Acetic ac. Levulinic ac. Formic ac. Vanillin Syringaldehyde
(g L−1) (g L−1) (g L−1) (g L−1) (g L−1) (g L−1) (g L−1)

[229, 230] a E. coli LY01 2.3 2.0 5.0 3.0 1.2 0.40 0.30
[55]a Z. mobilis 1.3 0.80 8.4 15 2.3 0.30 2.0
[165] S. cerevisae 0.5 - - - - 0.5 0.5
[165] E. coli 0.5 - - - - 0.5 0.5
[165] B. subtilis 0.5 - - - - 0.5 0.5
This work B. subtilis 168 0.31 0.65 0.16 5.0 2.5 0.25 0.13 - 0.25

a. Inhibitory concentration leading to a growth reduction of 25% compared with reference.

When comparing its sensitivity to inhibitory compounds with other microorga-

nisms (Table 3.7), it seems that B. subtilis 168 is more sensitive to furan derivatives,

acetic acid and phenolic compounds. Most of the time, bioethanol production by

yeasts require a detoxification step or an adaptation process to reduce inhibitory
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compounds influence on microorganisms metabolism [7, 155, 185]. Moreover, as re-

viewed by Mills et al, furan derivatives, acetic acid and phenolic compounds are

commonly presents, in lignocellulosic hydrolyzates, at concentrations up to 5.0, 13

and 3.0 g L−1 respectively [131]. Hence, according to the results presented in this

work, these conditions should be quite inhibitory for B. subtilis 168.

Multiple strategies have been developed to decrease inhibitory compounds im-

pacts on microorganisms growth and bioethanol production. These can be grouped

into three categories : removal of inhibitory compounds, adaptation of the fermen-

tation process by using high inoculum, continuous or fed-batch fermentation, and

finally, genetic engineering. Through the latter, different yeasts strain with enhanced

resistance toward inhibitory compounds have been produced [6].

As previously described, the principal effect of HMF and furfural on cells is to

deplete their energy and reducing power reserves by disturbing glycolysis and other

molecular pathways. However, multiple microorganisms have been shown to be

able to transform HMF and furfural into their corresponding alcohols, namely 2,5

bis-(hydroxymethyl)furan and furfuryl methanol [7, 104, 185]. This transformations

is provided by NAD(P)H-oxydoreductases such as ADH6, ADH7, ALD4 [104]. Heer

et al. discovered that the type of oxydoreductase implied in the detoxification pro-

cess can depend on furfural concentration, low concentrations yield to activation

of NADH-dependant oxydoreductases, while NADPH-dependant ones are activa-

ted at higher concentrations [73]. Guarnieri et al. achieved to modify Pseudomonas

putida KT2440 in such a way that it was able to use HMF and furfural as a carbon

source [64].

Phenolic compounds resistance have also been increased through metabolic en-

gineering. Almeida et al. reported that by overexpressing a phenylacrylic acid de-

carboxylase (PAD), an engineered strain of S. cerevisiae was able to convert ferulic

and coumaric acid into less inhibitory compounds [6]. Demeke et al. through muta-

genesis, also achieved to developed yeasts strain resistant to lignocellulosic derived

inhibitory compounds [45]. Another possible way to reduce phenolic compounds is

to increase their molecular weight through polymerisation. That is why recombinant

S. cerevisiae excreting laccase enzyme originally produced by Trametes versicolor have

been developed [6].
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Being naturally competent, it would be possible to apply similar strategies to

B. subtilis 168 to increase its tolerance towards furan derivatives and phenolic com-

pounds. However, it may be complex to modify the microorganism for both inhibi-

tory compounds resistance and production of high-added value molecules. There-

fore, in this case, adding a step to remove inhibitory compounds before fermenting

pentoses and hexoses could be interesting since the high price of produced mole-

cules could withstand the added cost of a removal process.

3.6 Conclusion and perspectives

In this study, minimum inhibitory concentrations of common lignocellulose deri-

ved compounds have been determined for Bacillus subtilis 168. Similarly to other fer-

menting microorganisms, phenolic compounds, especially vanillin and ferulic acid

exerted a strong inhibition on the strain, with minimum inhibitory concentrations of

0.25 and 0.5 g L−1, respectively. HMF and furfural also hindered bacterial growth by

increasing lag time, and as reported for S. cerevisiae or bacteria, furfural inhibitory

action was stronger than HMF. Aliphatic acids presented smaller inhibition com-

pared with other compounds, this could be due to the fact that their action is pH

dependant and stronger for acidic pH, while B. subtilis 168 was grown at neutral

pH.

Synergistic effects between inhibitory compounds can have a significant impact

on microorganisms. In this work, a design of experiment adapted to 96 wells micro-

plates to study eventual interactions between syringaldehyde, vanillin, acetic acid

and furan derivatives. The model obtained for growth rate showed good results, but

important well to well disparities hindered the modeling of lag time. This lack of

repeatability was assumed to be linked with inhomogeneous heating and oxygen

limitations in wells which may have induced defense mechanisms of B. subtilis 168.

It is therefore difficult to draw firm conclusions on interactions between tested com-

pounds, but it seems that synergistic effects occurred between phenolic compounds.

Due to its naturally competent characteristic and the knowledge of its genome,

B. subtilis 168 could be used to produce high added value molecules from hemicel-

lulosic hydrolyzates as long as inhibitory compounds concentrations are reduced,
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at least below minimal inhibitory concentrations. This is why future work will fo-

cus on removal on inhibitory compounds followed by tests of fermentation of the

detoxified hydrolyzate by B. subtilis 168.
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Résultats complémentaires

3.7 Objectifs et principaux résultats

Cette partie regroupe des résultats complétant les données présentées dans l’ar-

ticle.

Dans un premier temps, l’effet de la pression osmotique, couplée ou non à la

présence de composés inhibiteurs a été étudiée.

Par la suite, la vitesse de consommation du xylose par Bacillus subtilis 168 étant

peu élevée, une technique d’adaptation de la souche à ce pentose a été testée dans

l’optique d’améliorer la croissance de la bactérie dans un milieu contenant majori-

tairement du xylose.

Enfin, la conformation de Bacillus subtilis 168, au cours de sa croissance, a fait

l’objet d’observations au microscope à fluorescence.

Voici les principaux résultats :

— La pression osmotique, en elle même, ne se montre inhibitrice pour Bacillus

subtilis 168 qu’à des valeurs élevées (22 bar). En revanche, la présence de com-

posés inhibiteurs tend à augmenter la sensibilité de la bactérie à la pression

osmotique puisqu’un effet de cette dernière est observable dès 5,5 bar.

— L’adaptation de Bacillus subtilis 168 au xylose entraine une croissance plus

rapide de la bactérie sur un milieu ne contenant que du xylose.

— Bacillus subtilis 168 possède des mécanismes d’adaptation aux stresses envi-

ronnementaux. Une raréfaction des ressources du milieu induit l’expression

de gènes relatifs à la chimiotaxie et à la motilité. Des observations au mi-

croscope à fluorescence ont permis d’observer un phénotype susceptible de

correspondre à l’expression de ces gènes.
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3.8 Etude de l’influence de la pression osmotique sur la crois-

sance de Bacillus subtilis 168

L’explosion à la vapeur étant catalysée par ajout d’acide sulfurique, des sulfates

étaient présents dans l’hydrolysat, à une concentration d’environ 12 g L−1 d’après la

fiche d’analyse fournie par l’IFPEN.

Les sulfates étaient donc susceptibles d’impacter la croissance de Bacillus subtilis

168, au même titre que les composés inhibiteurs précédemment étudiés. La présence

de sels dans le milieu de culture peut en effet induire la production de protéines

impliquées dans des réponses aux stresses environnementaux [211] C’est pourquoi

l’étude de l’impact de différentes concentrations de sulfates, en l’absence ou en pré-

sence de composés inhibiteurs, sur la croissance de Bacillus subtilis 168 a été étudiée.

3.8.1 Influence de la pression osmotique en l’absence de composés inhi-

biteurs

Les profils de croissance de Bacillus subtilis 168, soumis à différentes concentra-

tions de sulfates (exprimée en pression osmotique ajoutée au milieu) sont présentés

sur la Figure 3.14. Les temps de latence et les taux de croissance, extraits par l’inter-

médiaire du programme Python, sont représentés sur les Figures 3.15a et 3.15b.
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FIGURE 3.15 – Evolution du temps de latence et du taux de croissance
spécifique de B. subtilis 168 en l’absence d’inhibiteurs et en fonction

de la pression osmotique générée par la concentration en Na2SO4

TABLE 3.8 – Résultats de l’analyse ANOVA du temps de latence en
fonction de la pression osmotique générée par la concentration de

Na2SO4.

Posm Avec Inhibiteurs Sans Inhibiteurs

0.08 0.126549 0.305473
0.17 0.856471 0.140818
0.35 0.200506 0.386640
0.70 0.453500 0.572429
1.40 0.056099 0.321843
2.80 0.064045 0.222686
5.50 0.032320 0.682186
11.00 0.000363 0.269944
22.00 0.000009 0.059041

Au vu des résultats, l’ajout de sulfates dans le milieu de culture ne présente pas

d’impact significatif sur le temps de latence de B. subtilis 168, en effet, les probabi-

lités critiques obtenues par analyse de la variance (ANOVA) du temps de latence

sont toutes supérieures à 0.05 (Tableau 3.8). Le taux de croissance semble par contre

affecté par les pressions osmotiques de 11 et 22 bar dans la mesure où il se retrouve

réduit d’un facteur 2 par rapport au témoin (Figure 3.15b).
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3.8.2 Influence de la pression osmotique en présence de composés inhi-

biteurs

Les profils de croissance de Bacillus subtilis 168, soumis à différentes concentra-

tions de sulfates, en présence d’inhibiteurs à leurs concentrations seuils, sont présen-

tés sur la Figure 3.16. Les temps de latence et les taux de croissance, extraits par l’in-

termédiaire du programme Python, sont représentés sur les Figures 3.17a et 3.17b.

0 2 4 6 8 10 12

Time (h)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

l
n
(

X
(
t
)

X

0

)

0.00 g/L

0.08 bar

0.17 bar

0.35 bar

0.70 bar

1.4 bar

2.8 bar

5.5 bar

11.0 bar

22.0 bar

FIGURE 3.16 – Croissance présence d’inhibiteurs

0
.
0
8
 
b
a
r

0
.
1
7
 
b
a
r

0
.
3
5
 
b
a
r

0
.
7
0
 
b
a
r

1
.
4
 
b
a
r

2
.
8
 
b
a
r

5
.
5
 
b
a
r

1
1
.
0
 
b
a
r

2
2
.
0
 
b
a
r

Na

2

SO

4

 osmotic pressure

2

1

0

1

2

 
(
h
)

(A)

0
.
0
8
 
b
a
r

0
.
1
7
 
b
a
r

0
.
3
5
 
b
a
r

0
.
7
0
 
b
a
r

1
.
4
 
b
a
r

2
.
8
 
b
a
r

5
.
5
 
b
a
r

1
1
.
0
 
b
a
r

2
2
.
0
 
b
a
r

Na

2

SO

4

 osmotic pressure

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

r
e
f

 
(
h

1

)

(B)

FIGURE 3.17 – Evolution du temps de latence et du taux de croissance
spécifique de B. subtilis 168 en présence d’inhibiteurs et en fonction de

la pression osmotique générée par la concentration en Na2SO4

Au regard du profil de croissance de Bacillus subtilis 168 (Figure 3.16), l’effet des

sulfates est plus important en présence d’inhibiteurs. Alors qu’il ne l’était pas en
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l’absence de composés inhibiteurs, le temps de latence est ici impacté par l’aug-

mentation de la pression osmotique, et ce, dès 5,5 bar si l’on se réfère à l’ANOVA

(Tableau 3.8). Le taux de croissance est lui aussi impacté à partir de 11 bar de pres-

sion générée par les sulfates. En revanche, contrairement à ce qui a été observé en

l’absence d’inhibiteurs, l’impact apparait ici d’autant plus important que la pression

osmotique est forte, le taux de croissance pour une pression de 22 bar étant inférieur

à celui observé à 11 bar.

En résumé, la présence de sulfates dans le milieu ne présente pas, en elle même,

de caractère inhibiteurs sur la croissance de Bacillus subtilis 168, cela est cohérent

avec le fait que ce microorganisme est capable de s’adapter à de nombreux stress

environnementaux tels qu’une forte pression osmotique [221]. En revanche, quand

des composés inhbiteurs sont présents à leur concentrations seuils (concentration à

laquelle un début d’effet inhibiteur est observé), les effets de la pression osmotique

sont plus marqués, aussi bien en ce qui concerne le temps de latence que le taux

de croissance spécifique. Cela peut s’expliquer par le fait qu’un certain nombre de

composés inhibiteurs, tels que les phénols ou les dérivés furaniques, sont suspectés

d’interagir avec la membrane. Ainsi, si son intégrité est altérée, la membrane ne peut

plus remplir son rôle de barrière sélective entre le cytoplasme et le milieu extracel-

lulaire, ce qui pourrait expliquer la plus forte sensibilité de la bactérie aux effets de

la pression osmotique.

3.9 Adaptation de Bacillus subtilis 168 au xylose

Bacillus subtilis 168 étant à l’origine une bactérie présente dans le sol, et particuliè-

rement au sein de la rhizosphère, elle est capable de tirer parti d’un grande nombre

de source de carbone, y compris le xylose [59, 122, 221]. Toutefois, si elle possède

les voies métaboliques internes lui permettant de métaboliser ce pentose, il sem-

blerait qu’elle n’exprime pas de manière constitutive de transporteur spécifique au

xylose [163, 182, 232]. Si il est possible d’avoir recours à l’ingénierie génétique pour

accroitre la vitesse de consommation du xylose par Bacillus subtilis 168 [163, 232].

Des méthodes d’adaptations au xylose étant décrites dans la bibliographie, deux

stratégies s’en inspirant ont été testées, dans la mesures où une adaptation au xylose
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était plus simple à mettre en place que la transformation de la souche par ingénierie

génétique.

Le protocole expérimental des deux stratégies est détaillé dans la partie Matériels

et Méthodes. La première reposait sur le fait qu’en présence d’arabinose, Bacillus

subtilis 168 exprime le transporteur AraE [94, 232]. Ce transporteur n’est pas uni-

quement dédié au transport de l’arabinose, il est aussi capable de prendre en charge

d’autres sucres, y compris le xylose. Bacillus subtilis 168 a donc été mis en culture

en présence de xylose et d’arabinose comme sources de carbone, de manière à in-

duire l’expression du transporteur AraE et à adapter la souche à la consommation

du xylose.

Cette première stratégie d’adaptation n’a pas aboutie. En effet, une fois inoculée

dans un milieu de culture ne contenant que du xylose, la souche adaptée selon cette

stratégie présentait un temps de latence très aléatoire et aucune augmentation de la

vitesse de consommation du xylose. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en milieu

liquide l’adaptation des cellules peut ne pas se faire de manière homogène. Lors du

prélèvement de suspension cellulaire pour inoculer un milieu frais, aucun contrôle

n’est possible sur la proportion de cellules adaptées prélevées, ce qui entrainerait

une forte variabilité du temps de latence. L’absence d’augmentation de la vitesse de

consommation du xylose pourrait quant à elle provenir du fait que le transporteur

AraE est induit par la présence d’arabinose dans le milieu. Ainsi, lors du transfert

de la souche dans un milieu ne contenant que du xylose, le transporteur n’étant plus

exprimée la souche perdrait sa capacité transporter le xylose plus rapidement.

La seconde stratégie a été adaptée du protocole décrit par Schmiedel et al. [182].

Bacillus subtilis 168 a été mis en culture sur un milieu gélosé ne contenant que du

xylose comme source de carbone. L’adaptation a consisté à prélever les colonies ap-

paraissant sur la gélose et à les repiquer sur une gélose fraiche en mesurant le délai

avant apparition de nouvelles colonies.

Lors de l’inoculation de la souche non adaptée sur milieu gélosé, les premières

colonies sont apparues au bout de 48 heures. Une fois repiquées sur une gélose

neuve, ce délai d’apparition est passé à 24 heures, puis aux alentours de 12 heures

les fois suivantes. Cette souche a donc ensuite été inoculée dans un milieu liquide

contenant du xylose comme seule source de carbone afin de comparer sa vitesse de
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L’analyse de la consommation du xylose (Figure 3.19) montre que l’adaptation

semble avoir légèrement augmenté la vitesse de consommation du xylose par Ba-

cillus subtilis 168. Néanmoins, l’adaptation ne semble pas avoir réduit le temps de

latence d’environ 3 heures observé dans la consommation du xylose ce qui semble

contradictoire avec les courbes de croissance obtenues. Il semblerait donc que le dé-

but de la croissance ne repose pas sur la consommation du xylose mais d’autres

sources de carbone.

Pour expliquer ce phénomène on peut s’appuyer sur le fait que Bacillus subti-

lis 168 est capable de croitre sur un milieu ne contenant ni glucose ni xylose. Cette

souche est en effet capable de produire une grande variétés de protéases lui permet-

tant d’utiliser des protéines comme sources de carbone et d’azote [221]. Il est ainsi

possible que le protocole d’adaptation de Bacillus subtilis 168 au xylose ait impacté

d’autres voies métaboliques qui expliqueraient la différence de croissance entre la

souche classique et la souche adaptée.

Il serait donc intéressant, en terme de perspectives, de réaliser une analyse trans-

criptomique afin de comparer les gènes actifs, lors d’une culture sur xylose, de la

souche de base et de la souche adaptée. Cela permettrait de mettre en évidence

l’induction d’un éventuel transporteur spécifique au xylose et d’étudier l’impact de

l’adaptation sur d’autres voies métaboliques.

3.10 Conformation de Bacillus subtilis 168 au cours de sa crois-

sance

Des observations au microscope au cours de la croissance de Bacillus subtilis 168

ont permis de mettre en évidence un changement de conformation de la bactérie au

cours de sa croissance comme illustré sur les Figures 3.20 et 3.21.

Ces observations permettent de mettre en évidence deux comportements diffé-

rents de la souche. Lors de la phase exponentielle, on observe des cellules vivantes

(vertes), formant de longs filaments. En revanche, en phase stationnaire, des cellules

mortes (rouges) font leur apparition et les cellules sont cette fois seules ou par paire.

La présence de cellules mortes est cohérente avec le fait qu’en phase stationnaire,

la population de microorganismes n’évolue plus, il y a donc un équilibre entre mort
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FIGURE 3.20 – Observation microscope de Bacillus subtilis 168 pen-
dant la phase de croissance exponentielle. Les cellules sont marquées
au cFDA (vert, marqueur de viabilité) et à l’IP (rouge, marqueur de

mortalité).

FIGURE 3.21 – Observation microscope de Bacillus subtilis 168 pen-
dant la phase stationnaire. Les cellules sont marquées au cFDA (vert,

marqueur de viabilité) et à l’IP (rouge, marqueur de mortalité).

cellulaire et multiplication bactérienne. Le passage d’une conformation en chainettes

à une individualisation des cellules peut s’expliquer par l’expression de gènes liés à



128
Chapitre 3. Etude des seuils d’inhibition et des interactions de composés

inhibiteurs sur Bacillus subtilis

la chimiotaxie et à la motilité en situation de carence [221].

3.11 Conclusion et perspectives de l’étude

Ce premier chapitre a permis d’étudier l’impact des principaux composés inhi-

biteurs, couramment présents dans les hydrolysats hémicellulosiques, sur Bacillus

subtilis 168. Ainsi, les composés phénoliques et les dérivés furaniques ont présenté

les impacts inhibiteurs les plus forts sur la croissance du microorganisme. L’effet

plus faible des acides aliphatiques peut s’expliquer par le fait que la culture de Bacil-

lus subtilis s’effectue à pH 7, les effets de dissociation de acides sont donc réduits. Il

est intéressant de noter que la majeure partie des composés testés impactent surtout

le temps de latence de la croissance bactérienne mais très peu le taux de croissance,

contrairement à ce qui a pu être observé dans d’autres études sur d’autres microor-

ganismes tels que les levures.

L’étude des interactions entre les inhibiteurs, étant effectuée en microplaque 96

puits, s’est heurtée à des difficultés liées aux mécanismes de défense de Bacillus sub-

tilis. En effet, la présence de mélange d’inhibiteurs couplée à des contraintes inhé-

rentes au volume réduit des puits, a conduit à des conditions perturbant la crois-

sance du microorganisme. Cela a eu pour effet de compliquer l’extraction des para-

mètres de croissance. Il a donc été nécessaire de développer un programme spéci-

fique permettant d’ajuster le modèle de Gompertz aux données expérimentale, en

contrôlant la qualité de l’ajustement, de manière à pouvoir extraire les valeurs de

temps de latence et de taux de croissance. L’analyse de ces données a permis de

confirmer le fort impact des composés phénoliques sur la croissance de Bacillus sub-

tilis 168 ainsi que de mettre en évidence des effets de synergies entre ces composés.

La pression osmotique, bien que n’étant pas inhibitrice par elle même, peut exacer-

ber l’effet des autres composés inhibiteurs.

Au vu des concentrations minimales inhibitrices déterminées et des concentra-

tions de ces inhibiteurs dans l’hydrolysat hémicellulosique (Table 3.9), la fermenta-

tion de ce dernier par Bacillus subtilis 168 requiert l’élimination d’une partie des com-

posés. Ceci est d’autant plus important qu’en l’absence de modifications génétiques,

le transport du xylose par cette souche est relativement lent en début de croissance,
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TABLE 3.9 – Concentrations seuils de différents inhibiteurs, vis à vis
de B. subtilis 168, et concentrations de ces inhibiteurs dans l’hydroly-

sat réel.

Compound Concentration seuil Concentration hydrolysat
(g L−1) (g L−1)

Furfural 0.31 0.21
HMF 0.63 1.1
Acetic acid 0.16 3.6
Formic acid 2.5 -
Levulinic acid 5.0 0.30
Vanillin 0.25 0.10
Ferulic acid 0.50 0.12
Syringaldehyde 0.060 - 0.25 0.19
Coumaric acid 1.0 0.050

ce qui peut impacter le métabolisme énergétique de la souche et par conséquent sa

capacité à résister aux inhibiteurs.

La mise en place d’un procédé de filtration membranaire permettant l’élimina-

tion des composés inhibiteurs présents dans un hydrolysat hémicellulosique fait

l’objet du chapitre suivant.
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Chapitre 4

Détoxification d’un hydrolysat

hémicellulosique acide par

dia-nanofiltration

4.1 Objectifs et principaux résultats

L’objectif des expériences développées dans ce chapitre a été de mettre au point

un procédé de nanofiltration permettant d’éliminer les composés inhibiteurs pré-

sents dans un hydrolysat hemicellulosique, tout en conservant un maximum de

sucres, en particulier le xylose. Les concentrations minimales inhibitrices détermi-

nées dans le chapitre précédent ont donc servies d’objectifs à atteindre avec le pro-

cédé de détoxification.

La première étape de la mise au point du procédé de nanofiltration a été de tester

différentes membranes de nanofiltration en utilisant un hydrolysat réel. Cinq mem-

branes ont ainsi été comparées selon leurs performances à séparer les sucres des

inhibiteurs ainsi que sur leur perméabilité vis à vis de l’hydrolysat.

Une fois la membrane sélectionnée, l’influence des sels et du pH sur les per-

formances de séparation a été étudiée. En effet, l’hydrolysat nanofiltré devant être

fermenté par Bacillus subtilis 168, une étape de neutralisation à pH est indispensable.

La question s’est donc posée de savoir s’il valait mieux remonter le pH avant ou

après nanofiltration. De la même manière, la présence de sels pouvant potentielle-

ment impacter la croissance bactérienne, la question de l’élimination des sels avant

nanofiltration s’est aussi posée. Les effets du sels et du pH sur la nanofiltration ont
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donc été mesurés à l’aide de solutions modèles.

Les effets des sels et du pH sur la nanofiltration ont été évalués à l’aide de solu-

tions modèles. Ensuite, deux modes de filtration ont été comparés : la diafiltration

continue et la diafiltration séquentielle dilution.

Pour finir, l’impact du sens d’évolution de la pression transmembranaire sur le

flux de perméat et la rétention des sucres et des composés inhibiteurs a été étudiée.

Voici les principaux résultats :

— La membrane DK présente de bonnes performances concernant la séparation

des sucres (>98%) et des composés inhibiteurs (-20 à 94%). Toutefois, sa per-

méabilité vis à vis de l’hydrolysat reste faible (1 L h−1 m−2 bar−1) ce qui pour-

rait impliquer l’usage d’une surface de membrane plus importante afin de

compenser. Cette membrane a été sélectionnée pour la suite des expériences.

— Pour des valeurs comprises entre 1 et 3, le pH n’influe pas sur la rétention

des sucres et des composés inhibiteurs. En revanche, la rétention des sulfates

est plus basse à pH 1, ces derniers étant monovalents, qu’à pH où ils sont

divalents. La présence de sels impacte l’efficacité énergétique du procédé,

une concentration plus élevée de sels générant une contre pression osmotique

plus importante. Le choix a donc été fait de conserver le pH de l’hydrolysat

pendant la nanofiltration afin d’assurer l’élimination des sulfates pendant le

procédé de diafiltration.

— Les deux modes de diafiltration testés, continu et séquentiel dilution pré-

sentent des performances d’élimination des composés inhibiteurs équivalentes,

entre 27 et 92% des inhibiteurs ont été éliminés selon les composés considé-

rés. Cependant, le mode séquentiel dilution peut être la seule option possible

dans le cas d’hydrolysats présentant une très forte osmolarité, cette dernière

impliquant une contre pression osmotique importante. Les deux modes de

diafiltration ont permis l’élimination des dérivés furaniques et des acides

aliphatiques, mais le résultat concernant les composés phénoliques est plus

mitigés, certains, comme le syringaldéhyde, présentant un taux de rétention

important (>94%).

— Le sens d’évolution de la pression transmembranaire a montré un impact fort

sur le flux de perméat lors des expériences de screening. En faisant évoluer
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la pression transmembranaire par paliers croissant, le flux de perméat s’est

révélé quasiment constant, autour de 9,5 L h−1 m−2 alors qu’en mode décrois-

sant le flux s’est échelonné entre 2,5 et 14 L h−1 m−2. Le colmatage irréversible

a aussi été impacté, le mode décroissant présentant une perte de perméabilité

à l’eau de moins de 10% alors qu’en mode croissance cette perte a atteint 30%.
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4.2 Introduction

Exploitation of crude oil rises many environmental issues, due to its long carbon

cycle. Hence, more and more studies focus on the use of lignocellulosic biomass as

an alternative for energy production or chemical applications [76]. Lignocellulosic

biomass is considered to be one of the best alternative to petroleum thanks to its

high availability and its rapid turnover [8, 85]. Cellulose, hemicelluloses and lignins

are the primary compounds of lignocellulosic biomass. The first two are polymers

of sugars that can be valorized through fermentation once disassembled. Lignin is

a polymer of phenolic compounds bound to hemicelluloses by different molecules,

including ferulic acid.

Lignocellulosic biomass is a supporting tissue of plant which composes the plants

cells wall. It is a compact material, chemically and physically resilient, therefore dif-

ficult to disassemble. Several processes have been developed to fractionate lignocel-

lulosic biomass into its primary constituents. These processes can be chemical (e.g.

acid hydrolysis), physical (e.g. milling), physico-chemical (e.g. steam explosion) or

finally biological (e.g. enzymatic hydrolysis) [8, 66]. Presently there is no ideal pre-

treatment, each method having advantages and drawbacks.

Nowadays however, the two mains pretreatments used at industrial scale are

acid hydrolysis and steam explosion given their simplicity, low cost and lower envi-

ronmental impact compared to other techniques [9, 30, 166, 190]. Yet, severe physico-

chemical conditions : high temperature, high pressure and acidic environment lead

to the generation of degradation compounds that can be grouped into three main

classes : (1) Furan derivatives that are generated through sugars dehydration, furfu-

ral from pentoses and 5-hydroxymethyl-furfural (HMF) from hexoses, (2) carboxylic

acids that are mainly generated through the degradation of hemicelluloses or furan

derivatives, such as acetic acid, coming from the deacetylation of hemicelluloses, le-

vulinic and formic acid coming from the degradation of HMF [166], and finally, (3)

phenolic compounds, such as vanillin or syringaldehyde, that are generated through

the disassembly of the lignin network [83, 133].

Inhibitory compounds rise a major problem in the case of a fermentation pro-

cess because severe pretreatments lead to the liberation of more sugars, but in the
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meantime, more inhibitory compounds are generated, therefore preventing sugars

consumption by microorganisms. To overcome this problem, four different strate-

gies are possible : (1) reduce the amount of inhibitory compounds generated using a

less severe pretreatment, (2) convert them into less toxic compounds, (3) adapt mi-

croorganisms to make them support higher concentrations of inhibitory compounds,

and finally (4) use specific extraction/separation processes to remove the toxic com-

pounds from the medium [144]. In this work, this last strategy was chosen.

Different detoxification processes have been developed in order to remove in-

hibitory compounds from lignocellulosic biomass hydrolysate [166]. Among these

different techniques, adsorption and ion-exchange resins are the most frequently re-

ported [29, 68, 74, 102, 151].

These processes show good results in the elimination of certain classes of inhibi-

tory compounds, but they are not efficient for all of them, and, in some cases, sugar

loss can occur [30]. They also need a regeneration step, requiring chemicals or high

temperature conditions and producing wastewaters [90, 166]. Electrodialysis has re-

cently been invastigated [101]. It is efficient for small ionised inhibitors, for example

formic acid and acetic acid provided pH > pKa, but far less for furfural and HMF that

are transferred only by diffusion. The removal of larger molecules such as phenolic

compounds would be even more problematic. Electrodialysis has been proposed to

purify pentoses from hemicellulosic hydrolysates at pH close to 1 with the objective

of recovering sulfuric acid [24]. Yet, the removal of inhibitory compounds was not

considered. Electrodialysis could perhaps be considered as a valuable first step for

decreasing osmotic pressure but not as a convenient process for removing inhibitory

compounds.

Pressure-driven membrane technologies, such as nanofiltration, have been gai-

ning more and more interest in the last decade. Compared to the other detoxification

processes, this technology is low energy intensive and produces less waste [90, 171].

These characteristics make nanofiltration a promising detoxification process, espe-

cially for applications such as fuel production from lignocellulosic material where

detoxification step can represent up to 22% of the total production cost [30].

The use of nanofiltration to remove inhibitory compounds from lignocellulosic
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hydrolysate has been studied using synthetic mixtures [147, 148] or real hydroly-

sates (rice straw [weng2010], agarose hydrolysate [90], olive pomace [27], carob [5]),

most of them presenting pH around 3. Nanofiltration has been showed to be adap-

table to hydrolysates of different biomass and to be an efficient method to remove

a wide range of inhibitory compounds. Nguyen et al. showed that with NF270 and

DK membranes (MWCO comprised beetween 150 and 300 g L−1) and even at high

permeate flux (150 L h−1 m−2), furfural rejection was null and acetic acid and HMF

rejections were lower than 7% and 10% respectively, this allowing very efficient se-

parations from sugars in model solutions [148]. To our knowledge, studies on real

hydrolysates are less frequent than studies using synthetic solutions and phenolic

compounds are often not considered.

Phenolic compounds represent an important aspect of the detoxification process

given the fact some of them are well known anti-microbial compounds which may

hindered fermentation processes. To our knowledge, phenolic compounds removal

has been less studied than other inhibitory compounds [118, 148]. Their separation

is more challenging than acetic acid or furfural because most of them have mole-

cular weight close to C5 and C6 sugars. Some authors have reported experiments

with NF membranes with higher MWCO allowing the transmission of sugars while

retaining phenolic compounds whose molecular weight had been increased through

laccase polymerisation [118]. However, Nguyen et al. reported a low rejection of va-

nillin (MW=152 g mol−1) with membranes DK and NF270, in range 5% - 15%, to-

gether with high sugars rejections [148]. This interesting behavior was attributed

of sugars hydration and hydrophobic character of vanillin. Maiti et al. also obser-

ved a low vanillic and ferulic acid rejection (MW=168 and 194 g mol−1) through NF

membrane of equivalent MWCO (150 Da) [123]. These results are very interesting

because all the inhibitory compounds (aliphatic acids, furan derivatives and phe-

nolic compounds) could be removed through a single operation and sugars could

be recovered in the retentate. However, most of the reported results were obtained

using model solutions at pH 3 and without salts, mimicking hydrolysates obtained

under rather mild pretreatment conditions. Therefore, they need to be assessed in

the case of real hydrolysates, obtained in severe pretreatment conditions, presenting

very low pH (around 1) and high osmotic pressure, partially due to the presence of
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salts.

Hence, the objective of this project is to study the removal of inhibitory com-

pounds, including phenolic compounds, from a real wheat straw hydrolysate obtai-

ned after steam explosion catalysed with sulfuric acid. The hydrolysate used in this

article has been obtained through severe pretreatment conditions, leading to harsher

filtration conditions (pH and osmotic pressure) than the ones generally encountered

in other studies. This choice was deliberately made to investigate the feasibility of

using nanofiltration as a detoxification process following a strong pretreatment lea-

ding to high sugars yield. Effects of salts and pH on separation performances were

also studied through the use of synthetic hydrolysate given the fact that these para-

meters have been reported to exert a strong impact on retention of sugars [18, 105,

115, 117, 205].

4.3 Materials and Methods

4.3.1 Materials

hydrolysate

The hydrolysate used in this study was kindly provided by IFPEN (Institut Fran-

çais du Pétrole et des Energies Nouvelles). It is the liquid fraction obtained after

acidic (with H2SO4) steam explosion of wheat straw, commonly referred to as hemi-

cellulosic hydrolysate. It results from hemicelluloses hydrolysis and partial degra-

dation of the lignin network, thereby generating phenolic compounds. According to

the analysis sheet provided by IFPEN, sugars oligomers (cellobiose and cellotriose)

concentrations where less than 1 g L−1. Harsh pretreatment conditions led to a very

low pH (=1) and a high osmotic pressure (π = 28 bar).

Prior to nanofiltration, the hydrolysate was clarified by ultrafiltration to avoid

or limit fouling of the membrane. A ceramic membrane with 15 kDa cut-off and

0.13 m2 filtrating area was used. Ultrafiltration was run at 60 ◦C, at a transmembrane

pressure ranging from 1 to 3 bar and a flow rate of 1700 L h−1, ensuring tangential

velocity of 5 m s−1. The hydrolysate composition after ultrafiltration is presented on

Table 4.1.
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TABLE 4.1 – Hydrolysate composition (π (25 ◦C) = 28 bar, pH = 1).

Compound Concentration MW pKa (25 ◦C) Log Kow
(g L−1) (g mol−1)

Glucose 11.8 180 ≈ 12
Xylose 49.9 150 ≈ 12
Arabinose 6.5 150 ≈ 12

Acetic ac. 3.6 60 4.8
Levulenic ac. 0.3 116 4.6
HMF 1.1 126 ≈ 12 a

Furfural 0.21 96 ≈ 12 a

Vanilline 0.096 152 7.4 1.24
Syringaldehyde 0.19 182 7.2 1.14
Coumaric ac. 0.056 164 4.6 1.51
Ferulic ac. 0.12 194 4.6 1.41

SO 2 –
4 12.6 b 96 -3.0 & 1.9

a. expected, based on molecular structure
b. from IFPEN analysis sheet

TABLE 4.2 – Membranes specifications according to manufacturers

Membrane Material Cut-off Water permeability (25◦C) max T max pressure pH
(Manufacturer) (Da) (L h−1 m−2 bar−1) (◦C) (bar)

DK (GE, USA) polypiperazine amide 150 - 300 5.4 90 40 1 - 11
KH (GE, USA) polypiperazine amide 150 - 400 2.0 70 55 < 1 - 9
NF (Dow, USA) polypiperazine amide 200 5.9 a ns b nsb 2 - 11
NF90 (Dow, USA) fully aromatic polyamide < 100 8.7 45 41 2 - 11
NP030 (Microdyn Nadir) polyethersulfone 400 > 1 95 40 0 - 14(Germany)

a. own measurements
b. not specified

Membranes

Five commercial polymeric nanofiltration membranes were used in this study :

NF (Dow, USA), NF90 (Dow, USA), DK (GE Osmonics, USA), KH (GE Osmonics,

USA) and NP030 (Microdyn Nadir, Germany). They were selected for their resis-

tance to low pH and high transmembrane pressure. Their main characteristics sum-

marized on Table 4.2.

4.3.2 Experimental setup

The different nanofiltration experiments were conducted on a METcell module

(Evonik Industries, UK). Its setup is illustrated on Figure 4.1. The pressure inside

the system was generated by pressured nitrogen gas. The feed tank had a volume of
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FIGURE 4.1 – Scheme of the experimental setup (MetCell module)

600 cm3, the flat-sheet membranes had an effective surface of 13 cm2 and were sup-

ported by stainless porous discs. Up to three membrane modules could be settled in

series on the apparatus. Since the permeate flow could be considered as negligible

compared to the feed flow, the feed composition can be assumed as constant from

one module to another. The permeate was collected and weight was monitored over

time using an electronic balance (Sartorius, Germany). This balance was connected

to an acquisition software (LabX direct balance, Metler Toledo, USA). In recycling

mode, the permeate was reintroduced into the feed tank using an HPLC pump (Gil-

son, USA) to maintain the feed volume constant.

4.3.3 Operating mode

Nanofiltration membrane compaction

Membranes were compacted with milliQ water at 36 bar and permeate flow was

monitored, when it had reached a steady state the compaction was considered com-

pleted, which took around one hour.

Nanofiltration membranes have been compared on different criteria : hydroly-

sate permeability (L
hyd
P ), sugar and inhibitory compounds rejection at different trans-

membrane pressure.

Permeability measurement (Lp)

Membrane permeability to water (Lwater
P ) was measured before and after hydroly-

sate processing in order to check membranes fouling. It was performed by applying
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different pressures between 20 and 36 bar with an equilibration time of 30 minutes

at each pressure step. Lwater
P was then calculated according to Equation 4.1 :

Jw = Lwater
P × TMP (4.1)

where Jw (L h−1 m−2) and TMP (bar) represent permeate flux and transmem-

brane pressure respectively.

Membrane permeability to the hydrolysate (Lhyd
P ) was defined by analogy with

hydraulic permeability. It was measured using the same method (Equation 4.2) and

the validity of this relation was checked by conducting a linear regression.

Jp = L
hyd
P × TMPe f f (4.2)

where Jp and TMPe f f are the permeate flux and effective transmembrane pres-

sure, accounting for osmotic pressure difference, respectively.

TMPe f f = TMP − ∆π (4.3)

∆π is calculated according to Equation 4.4.

∆π = πret − πperm (4.4)

where πret and πperm correspond to the osmotic pressure measured in the reten-

tate and in the permeate respectively.

Influence of transmembrane pressure (TMP)

Influence of transmembrane pressure was studied by processing a real hydroly-

sate at different decreasing transmembrane pressures (TMP), 36, 30 and 26 bar at

25 ◦C. For each pressure, permeate flux (Jp) was measured and samples were taken

to measure Cp,i mol L−1 and Cr,i mol L−1, concentration of compound i in permeate

and retentate respectively. Rejection (Ri) was calculated as follow :

Ri(%) =

(

1 −
Cp,i

Cr,i

)

× 100 (4.5)
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Influence of pH and salts concentration

Influence of pH and salts concentration on nanofiltration performance was inves-

tigated using model solutions designed to mimic real hydrolysate in terms of sugars

and inhibitory compounds concentrations (Table 4.1). Using a mixture of sugars and

inhibitory compounds three model solutions were prepared. Their characteristics

are summarized on Table 4.3. As sulfate were in majority according to the data sheet

provided by IFPEN, only sulfates were added to model solutions.

TABLE 4.3 – Characteristics of the model solutions used to study
the influence of pH and salts concentration on nanofiltration perfor-

mances using DK membrane (GE, USA).

Compound Real hydrolysate Model (1) Model (2) Model (3)

H2SO4 (mol L−1) 0.13 - 0.13 -
Na2SO4 (mol L−1) - - - 0.13

pH 0.90 3.0 0.90 3.0
π (25 ◦C) (bar) 28 17 26 26
L

hyd
P (25 ◦C) (L h−1 m−2 bar−1) 1.0 3.2 2.6 2.1

4.3.4 Diafiltration modes

Diafiltration can be operated in three different modes : continuous, sequential-

dilution and concentration [184]. In continuous mode the solvant is added to the feed

tank at a rate equivalent to the extraction of permeate so the volume in the feed tank

remains constant. Sequential-dilution and concentration modes are illustrated on

Figure 4.2. In sequential-dilution mode, a solvent volume equal to the feed volume is

added. Then permeate is eliminated until the feed volume returns to its initial value.

Sequential-concentration mode, on the contrary, begins by eliminating a permeate

volume equal to half of the feed volume, then, solvent is added to the feed to restore

its initial volume.

Considering the high osmotic pressure of the hydrolysate (28 bar, cf Table 4.1),

only continuous and sequential-dilution modes were tested.

Diafiltration was conducted up to 3 diafiltration volumes (DV). A diafiltration

volume corresponds to the injection of a solvent volume equal to the initial feed vo-

lume. Samples of retentate, instant and average permeate, were collected every 0.5
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FIGURE 4.2 – Illustration of diafiltration conducted in sequential-
dilution and concentration modes (adapted from [184]).

DV, determined from permeate volume, while the filtration unit was under pres-

sure. After the diafiltration, transmembrane pressure was progressively decreased

until atmospheric pressure, then a sample of the retentate was collected to measure

the remaining quantities of sugars and inhibitory compounds in the hydrolysate.

Percentage of removal is defined as the ratio between final concentration and initial

concentration of a compound i.

%removal =
Ci, f inal

Ci,initial
(4.6)

4.3.5 Transmembrane pressure hysteresis effects

Previous screening experiments have been conducted by testing different trans-

membrane pressure in decreasing order : 36, 30 and 26 bar. In order to study even-

tual hysteresis effect concerning transmembrane pressure, the same experiment was

conducted by testing the same transmembrane pressures in increasing order, using

a fresh DK membrane and real hydrolysate. Rejection of sugars and inhibitory com-

pounds as well as permeate flux were measured in order to compare with the va-

lues obtained with decreasing transmembrane pressures. Prior to this experiment,

membrane was first compacted at maximal transmembrane pressure (36 bar) then
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hydraulic permeability was measured. Hydraulic permeability was also measured

after afterwards in order to quantify membrane fouling.

4.3.6 Analytical methods

Concentrations of the different sugars and inhibitory compounds present in the

hydrolysate were determined using HPLC (Dionex, USA). Sugars, carboxylic acids

and furan derivatives were analysed using an Aminex R© HPX-87H Ion Exclusion Co-

lumn (300 mm by 7.8 mm, BioRad, USA) (0.5 mL min−1, 35 ◦C) and Refractive Index

detector with 4 mmol H2SO4 as mobile phase. Phenolic compounds were analysed

using an Accucore Aq column (100 mm by 3 mm ThermoFisher Scientific, USA) (0.8

mL min−1, 48 ◦C) and a Diodes Array Detector (DAD) at 285 nm. A mixture of Mil-

liQ water, formic acid at 0.1% (v/v) and acetonitrile was used as the mobile phase.

The following gradient was used in (v/v) : 0 min 5% acetonitrile, 50% formic acid ;

1 min 10% acetonitrile, 50% formic acid ; 3.20 min 15% acetonitrile, 50% formic acid ;

7.4 min 30% acetonitrile, 50% formic acid and finally at 8.5 min 5% acetonitrile and

50% formic acid.

Osmotic pressures (hydolysate and model solutions, permeates and retentates)

were calculated through Van’t Hoff equation :

π = R × T × osmolarity (4.7)

where R and T are the universal gas constant in J mol−1 K−1 and the temperature

in K respectively. Osmolarity was measured using an automatic osmometer (Roe-

bling) and expressed in osm m−3.

Conductivity of samples was measured using a conductimeter (S230 SevenCom-

pact, Mettler Toledo).
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4.4 Results and discussion

4.4.1 Membranes screening

Membrane permeability to water

The values obtained for each membrane are summarized in Table 4.4. They are

more or less in the range announced by manufacturers (Table 4.2) with the excep-

tions of KH and NP030 membranes. The manufacturers announces a permeability

of 8 and > 1 L h−1 m−2 bar−1, respectively, while the values obtained in the present

work were around 1 L h−1 m−2 bar−1 for KH and almost null for NP030. These are

striking differences that could not be explained.

Membrane permeability to the hydrolysate

TABLE 4.4 – Water permeability (Lwater
P ) and hydrolysate permeability

(L
hyd
P ) values for the different nanofiltration membranes

DK KH NF NF90 NP030
(GE, USA) (GE, USA) (Dow, USA) (Dow, USA) (Microdyn Nadir, Germany)

Lwater
P (25 ◦C) (L h−1 m−2 bar−1) 5.01 1.10 6.30 6.80 ≈ 0 between 26 and 36 bar

L
hyd
P (25 ◦C) (L h−1 m−2 bar−1) 1.00 0.8 1.96 ≈ 0 ≈ 0 between 26 and 36 bar

The values obtained for each membrane are summarized on Table 4.4. In the

range of transmembrane pressure investigated, NP030 and NF90 permeabilities were

almost null. Indeed, with lower cut-off than the other membranes tested (Table 4.2),

NF90 is closer to reverse osmosis membranes. Regarding NP030, negligible hydro-

lysate permeability is probably due to the different material composing the mem-

brane (Table 4.2). Polyethersulfone membranes are known to be prone to irrever-

sible fouling caused by the hydrophobic adsorption of acids, furans and monosac-

charides [196]. Given so low permeability toward the hydrolysate, NP030 and NF90

were not used in the rest of this work.

In the case of NF (Dow, USA), DK (GE, USA) and KH (GE, USA), the validity of

Equation 4.2 was checked by running a linear regression between permeate flux and

effective transmembrane pressure (TMPe f f ). The results are displayed on Figure 4.3.

All three linear regressions resulted in R2 values higher than 99%, thus validating

the linear correlation between flux and TMPe f f for transmembrane pressure (TMP)

ranging from 26 to 36 bar.





4.4. Results and discussion 147

Sugars and inhibitory compounds retention

Retentions of sugars and inhibitory compounds for DK, Dow NF and KH mem-

branes are plotted on Figure 4.4. Membranes DK and Dow NF showed relatively

similar rejection profiles, ranging from 97% to 99.9% for sugars and -20% to 60%

for non phenolic compounds for permeate flux ranging from 4 to 30 L h−1 m−2.

Acetic acid and furfural showed very low or even negative rejections, confirming

the observations of Nguyen et al. on synthetic solutions at pH 3 and low osmo-

tic pressure [148]. Negative rejections occur when a compound has more affinity

than the solvent for the membrane material, consequently, the compound transits

through the membrane faster than the solvent. So low rejection was essentially re-

lated to their small molecular weight (60 and 96 g mol−1). Levulinic avid and HMF

underwent higher rejection with values of 10% to 65% for permeate flux ranging

from 4 to 30 L h−1 m−2L h−1 m−2. Finally, phenolic compounds showed retentions

ranging from 40% to 95% for the same flux values. Their order of rejection (coumaric

acid (30 - 50%) < vanillin (50 - 80%) < ferulic acid (67 - 88%) < syringaldehyde (91 -

98%)) does not match exactly with their MW (Table 4.1) which is smaller for vanil-

lin than for coumaric acid and higher for ferulic acid than for syringaldehyde. This

suggests that steric hindrance is not the sole determining factor and than physico-

chemical affinity with the polymer matrix (hydrophobic adsorption) and diffusivity

probably modulate the rejection. Increased affinity with the membrane polymer as

suggested by a higher Log Kow and increased diffusivity tend to facilitate the trans-

fer of solutes through the membranes, as assessed by many authors for RO [49] as

well as tight NF membranes [34], and decrease their rejection. With the highest Log

Kow of the series (1.509 cf. 4.1), coumaric acid is the less rejected. With the lower Log

Kow (1.138), syringaldehyde is the most rejected. KH membrane showed a different

profile. Lower sugars rejections were observed for sugars (from 85% to 99.9% for

flux ranging from 6 to 14 L h−1 m−2), whereas non phenolic compounds rejections

ranged from 10% to 70% and phenolic compounds rejections were high, comprised

between 80% and 99%.

All membranes showed higher sugars retentions compared to phenolic com-

pounds though they have similar molecular weight (Table 4.1). This observation
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can be explained by differences in hydration sphere. Being hydrophilic, sugars are

surrounded by water molecules, therefore they present higher steric hindrance that

could explain why they are more retained by the membrane than phenolic com-

pounds which have a hydrophobic behavior [147].

Given the objective of separating sugars and inhibitory compounds, high sugars

rejections and low inhibitory compounds rejections are required. KH membrane, in

spite of its resistance to acidic pH and to high transmembrane pressure, presented far

too high inhibitory compounds rejections (80 - 99%) to allow an efficient purification

for sugars. With good separation performances on real hydrolysate, both Dow NF

and GE DK membranes are suitable candidates. Compared to DK membrane, Dow

NF membrane showed higher permeability to the hydrolysate (so a lower membrane

surface to implement) but a slightly lower xylose rejection that could lead to greater

sugar losses when operating in diafiltration mode. DK membrane, which has already

been recognized as a suitable solution for similar application in other studies [147,

148, 191, 220] was selected for the rest of the study.

4.4.2 Influence of pH and salts concentration

Influence of salts and pH was studied on three model solution (Table 4.3). Su-

gars and inhibitory compounds rejections were measured at different transmem-

brane pressure (20, 26, 30, 36 bar) using the GE DK membrane. Results, for each

compound, are presented of Figure 4.6 versus permeate flux and compared with the

real hydrolysate at equivalent permeate flow.

Regarding the rejections of sugars, model solutions present, at low permeate flux,

lower rejections compared to the real hydrolysate, for example, at a permeate flux

around 13 L h−1 m−2, sugars rejections were comprised between 99 and 100% for

the real hydrolysate, while they were comprised between 90 and 98% in case of mo-

del solutions. Above 20 L h−1 m−2, no difference is noticeable for glucose, the only

C6 sugar ; for the other sugars, xylose and arabinose, rejection remains slightly lo-

wer with model solutions (80 - 95% against >98% for real hydrolysate), without any

significant differences between them.

Regarding inhibitory compounds, no significant rejection difference between the

three model solutions was observed for each of the 8 compounds. At a permeate flux
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4.4.3 Comparison of two diafiltration modes

Regarding the objective of eliminating inhibitory compounds while retaining su-

gars, the detoxification was conducted in diafiltration mode at a transmembrane

pressure of 26 bar in continuous and sequential-dilution modes.

Figure 4.7 shows the evolution of effective transmembrane pressure (TMPe f f )

during diafiltration. A transient phase is observed first from diafiltration volume DV

0 to DV 1. The high value observed at DV 0.5 is perhaps due to the rapid elimination

of a part of HSO –
4 which strongly contributes to osmotic pressure in the feed. In-

deed, a marked decrease of the conductivity (from 25 mS cm−1 down to 13 mS cm−1)

in the feed and a corresponding increase in the permeate (up to 12 mS cm−1) were

observed. After this initial phase, efficient transmembrane pressure (TMPe f f ) was

globally stable from DV 1 until DV 3 with a very sligth increase, probably due to

the progressive elimination of the rest of HSO –
4 and of the inhibitory compounds.

Compared to continuous mode, TMPe f f in sequential-dilution mode was systemati-

cally higher by 4 bar and ∆π lower by 4 bar : at DV=3, TMPe f f =14 bar (∆π=12 bar)

against 9.8 bar (and 16 bar) in continuous mode. Apart from the fact that the dilution

factor was higher in sequential-dilution mode (comprised between 2 and 1), it is pos-

sible that the sequential operating mode disturbs the formation of the polarisation

layer at the membrane surface. For both diafiltration modes, the pH of the retentate

increased from around 1.3 to 1.9 which is to relate to the elimination of acids (acetic

acid and most probably sulfuric acid).

Rejections of sugars and inhibitory compounds during diafiltration are presen-

ted of Figure 4.8. In the stable phase, rejections tended to remain constant in both

modes, with small oscillations around an average value in the sequential mode as-

sociated with the sequential variations of TMPe f f . Average rejections of the different

compounds were calculated over the stable phase for both dia-nanofiltration modes

(Table 4.5). Apart from levulinic acid and furfural which showed significant diffe-

rences (7.9% and 11.2%, respectively), all compounds presented comparable rejec-

tions values for both modes. Moreover, these values were consistent with those ob-

tained during the screening experiment at TMPe f f =14 bar (cf. Figure 4.4a). Hence,

it seems that the dia-nanofiltration mode had no significant impact on the observed
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TABLE 4.5 – Average inhibitory compounds and sugars rejections
during dia-nanofiltration in phase 2 for continuous and sequential-
dilution modes conducted at TMP=26 bar and at 25 ◦C using DK

membrane (GE, USA).

Sequential mode Continuous mode
(%) (%)

Sugars 99.5 99.5

Acetic Acid 13.3 17
Levulinic Acid 46.8 38.7

HMF 37.5 40.2
Furfural 5.4 16.6

Vanilline 74.4 75.4
Syringaldehyde 95.8 96.2
Ferulic Acid 86.1 87.1
Coumaric Acid 51.6 53.6

TABLE 4.6 – Removal of inhibitory compounds and sugars loss in the
bulk after diafiltration (DV=3) in continuous and sequential-dilution

modes conducted at TMP=26 bar and at 25 ◦C.

% Sequential mode Continuous mode

Sugars 27 24

Acetic Acid 83 92
Levulinic Acid 54 67

HMF 73 84
Furfural 89 92

Vanilline 51 61
Syringaldehyde 27 27
Ferulic Acid 45 50
Coumaric Acid 68 78







158
Chapitre 4. Détoxification d’un hydrolysat hémicellulosique acide par

dia-nanofiltration

fouling of nanofiltration membranes depends on multiple factors : operating condi-

tions, temperature, feed composition, membrane surface characteristics and time.

Ochando-Pulido et al. have shown that working below boundary flux (Jb, determi-

ned experimentally) leads to a reduction of membrane fouling. However, even when

working below this critical value, a membrane fouling can occur overtime [152].

These observations could explain the observed differences in terms of fouling bet-

ween screening experiments (7% loss) and diafiltration (around 30% loss), the latter

experiment lasting between 8 and 9 hours against around 2 hours for the first one.

However, differences in terms of flux and fouling between increasing and decreasing

TMP experiment is more difficult to explain. It is possible that, in decreasing mode

both fouling and decreasing pressure would reduce the permeate flux, while in in-

creasing mode, pressure and fouling would have antagonistic effects, which would

explain the small changes in flux.

4.5 Conclusion and perspectives

This work shows that dia-nanofiltration (using DK membrane) is suitable to re-

move inhibitory compounds from a real hydrolysate (even at a very low pH and high

osmotic pressure). The two diafiltration modes tested were both suitable for the de-

toxification purpose. However, for hydrolysates showing osmotic pressure close to

the maximum transmembrane pressure, sequential-dilution could be the only avai-

lable option. Most inhibitory compounds were removed between 20 and 90% after

3 diafiltration volumes. Phenolic compounds, especially syringaldehyde, were the

most difficult compounds to eliminate due to high rejection values (> 94%). Sugars

concentrations were maintained constant thanks to rejections close to 100%, howe-

ver a sugar loss, around 25%, was observed. This loss was attributed to fouling and

adsorption phenomenons. Membrane fouling, leading to a 30% loss in hydraulic per-

meability was reported, supporting the adsorption hypothesis. Processing hemicel-

luosic hydrolysate at pH 1 allowed partial removal of sulfuric acid, the latter being

monovalent at this pH value. Diafiltration has led to an increase to pH 2, but long

term effects of such acidic pH on DK nanofiltration membrane should investigated,

as well as membrane fouling mechanisms and strategies to overcome it.
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Future work will consist in scaling-up the filtration process using spiral wound

membranes instead of flat-sheet ones. In the meantime, influence of tangential velo-

city will be investigated since this parameter may reduce the amount of sugars ad-

sorbed on the membrane surface and change the rejections of inhibitory compounds.

Finally, the purpose of this detoxification process is to purify the sugars fraction to

allow their use by microorganisms to produce high added value molecules. There-

fore fermentation experiments may be conducted in order to validate the efficiency

of dia-nanofiltration as detoxification process for real lignocellulosic hydrolysates.
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Résultats complémentaires

4.6 Objectifs et principaux résultats

Le passage à l’échelle de la nanofiltration à l’échelle pré-industrielle a permis

d’obtenir le contrôle qui était précédemment imposé : la vitesse de circulation tan-

gentielle, directement liée au débit de la solution d’alimentation. L’impact de ce pa-

ramètre, couplé à la pression transmembranaire, sur la rétention des sucres et des

inhibiteurs, ainsi que sur le débit de perméat, a donc été étudié.

Une fois le débit d’alimentation et la pression transmembranaire fixés, la dia-

nanofiltration a été réalisée en mode séquentiel dilution. La montée en échelle per-

mettant de traiter des volumes d’hydrolysat plus importants, la diafiltration a été

conduite jusqu’à 15 dia-volumes (Quantité d’eau ajouté au cours du procédé, rela-

tive au volume d’hydrolysat de départ).

Des prélèvements de trois niveaux de diafiltration (VD5, VD10 et VD15) ont été

effectués pour réaliser des tests de fermentation de Bacillus subtilis 168.

Toujours dans l’optique de comprendre les phénomènes sous-jacents au colma-

tage de la membrane, l’adsorption de vanilline sur la membrane de nanofiltration a

été étudiée par zêtamétrie.

Pour finir, la nanofiltration à l’échelle pilote se faisant sur une membrane spira-

lée et non plus une membrane plane, la réversibilité du colmatage a fait l’objet d’une

nouvelle expérience, inspirée d’un protocole appliqué à des membranes microfiltra-

tion.

Voici les principaux résultats :

— Lors de la montée en échelle, l’influence du débit d’alimentation n’a pas pu

être clairement établie, les taux de rétention obtenus à différentes vitesses ne

montrant pas de tendance précise. Le choix a donc été fait de se placer à la
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pression transmembranaire maximale et à un débit d’alimentation ayant en-

trainé le flux de perméat le plus important : 25 bar et 470 L h−1.

— La diafiltration jusqu’à 15 volumes de diafiltration a montré qu’il est possible

d’éliminer complètement la majorité des composés inhibiteurs, à l’exception

de certains phénols dont le taux de rétention est trop important. Ainsi, au

bout de 15 volumes de diafiltration, 65% du syringaldéhyde était encore pré-

sent dans l’hydrolysat.

— Les tests de fermentation effectués sur les différents diavolumes ont montré

que, en l’état, l’hydrolysat détoxifié n’est fermentescible ni par Bacillus subtilis

168, ni par la souche adapté sur xylose. En revanche, une fois l’hydrolysat

dilué, une croissance a pu être observée. Cela suggère que soit les interactions

entre les inhibiteurs restants génèrent une inhibition de la bactérie, soit le

milieu contient d’autres composés inhibiteurs qui n’ont pas été identifiés.

— L’étude de l’adsorption de la vanilline sur la membrane par zêtamétrie a per-

mis de mettre en évidence deux phénomènes distincts selon que le pH soit

inférieur ou supérieur au pH isoélectrique de la membrane. Ces observa-

tions laissent à penser la vanilline s’adsorberait effectivement sur la mem-

brane mais des études complémentaires sont nécessaires dans la mesure où

les conditions de mesures dans le zêtamètre (pH, pression, complexité du mi-

lieu, temps de séjour) sont très différentes des conditions opératoires réelles.

4.7 Etude de l’influence de la vitesse tangentielle

Le principal objectif de la nanofiltration étant d’éliminer les composés inhibi-

teurs présents dans l’hydrolysat tout en maintenant une concentration en sucres la

plus élevée possible, l’influence conjointe de la vitesse tangentielle ainsi que de la

pression transmembranaire sur la rétention des différents composés a été étudiée.

Le protocole expérimental utilisé est décrit dans la partie Matériels et Méthodes.

4.7.1 Flux de perméat et rétention des sucres

Les rétentions des différents sucres, ainsi que le flux de perméat, en fonction

de la pression transmembranaire efficace (TMPe f f ) et de la vitesse de circulation
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tangentielle sont présentés sur la Figure 4.11.
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FIGURE 4.11 – Rétention des sucres (A, B, C) et flux de perméat (D)
obtenus à différentes valeurs de pression transmembranaire efficace

(TMPe f f ) et débit d’alimentation.

Tout comme dans le cas des nanofiltrations réalisées sur le module METcell, la

rétention des sucres par la membrane DK reste très élevée, supérieure à 98% dans la

plupart des cas. Une augmentation de la pression transmembranaire tend à augmen-

ter la rétention des sucres, l’augmentation de la vitesse de circulation tangentielle

semble elle aussi accroitre la rétention mais son effet semble moins marqué.

La rétention maximale des différents sucres est observée pour un débit d’alimen-

tation de 470 L h−1 et une pression transmembranaire efficace de 15 bar. Le flux de

perméat atteint sa valeur maximale pour un débit d’alimentation de 600 L h−1 et une

pression transmembranaire efficace de 15 bar.

4.7.2 Rétention des acides aliphatiques et des dérivés furaniques

Les rétentions des dérivés furaniques et des acides aliphatiques à différentes va-

leurs de pression transmembranaire et de débit d’alimentation sont présentées sur
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la Figure 4.12.
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FIGURE 4.12 – Rétention des dérivés furaniques et des acides alipha-
tiques en fonction de la pression transmembranaire efficace (TMPe f f )

et du débit d’alimentation.

Là encore, les tendances de rétentions observée à l’échelle laboratoire se retrouvent

à l’échelle pré-industrielle. Ainsi, des quatre composés, l’acide lévulinique est le plus

retenu (21 - 55%), suivi par le HMF (18 - 35%), l’acide acétique (0,6 - 9%), et pour finir

le furfural (-27 - +5%). A noter que les rétentions négatives de l’acide acétique et du

furfural, observées sur le pilote METcell, ne se retrouvent ici que pour le furfural à

une pression transmembranaire efficace de 15 bar.

L’effet de la pression transmembranaire est toujours le même, à savoir que son

augmentation accroit la rétention des composés, sauf dans le cas du furfural, qui,

présentant des rétention négatives, tend à être moins retenu lors que la TMPe f f aug-

mente (Figure 4.12b).

L’influence du débit d’alimentation est en revanche moins claire. En moyenne,

la vitesse de circulation de la solution d’alimentation semble peu affecter la réten-

tion des composés, mais il arrive que l’on observe des variations comme dans le cas
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du HMF qui voit sa rétention passer de 23% pour un débit de 406 L h−1 à quasi-

ment 30% pour un débit de 600 L h−1. Toutefois, des évolutions non linéaires sont

observables pour d’autres composés, il est donc difficile de trancher sur l’influence

du débit d’alimentation sur la rétention des dérivés furaniques et des acides alipha-

tiques.

4.7.3 Rétention des composés phénoliques

Les rétentions des composés phénoliques en fonction de la pression transmem-

branaire et du débit d’alimentation sont présentées sur la Figure 4.13.
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FIGURE 4.13 – Rétention de différents composés phénoliques en fonc-
tion de la pression transmembranaire efficace (TMPe f f ) et du débit

d’alimentation.

A l’instar des composés précédent, les rétentions des composés phénoliques sur

le pilote SIVA présentent les mêmes tendances que pour le module METcell. Dès

lors, le syringaldéhyde est les composé le plus retenu (94 - 97%), suivi par l’acide

férulique (69 - 83%), la vanilline (47 - 67%) et pour finir, l’acide coumarique (27 -

46%).
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L’augmentation de la pression transmembranaire efficace tend encore à accroitre

la rétention des composés phénoliques. Pour une pression transmembranaire effi-

cace de 11 bar, l’augmentation du débit d’alimentation entraine elle aussi une aug-

mentation de rétention des différents phénols. Toutefois, l’influence de cette dernière

semble limitée pour des TMPe f f de 6 et 15 bar.

En résumé, la rétention des sucres et des composés inhibiteurs par la membrane

DK spiralée semble être influencée à la fois par la pression transmembranaire et par

le débit d’alimentation, ce dernier impactant directement la vitesse de circulation

tangentielle. Toutefois, si l’impact de la pression transmembranaire sur la rétention

des différents composés est clairement marquée, l’influence de la vitesse tangentielle

est plus délicate à interpréter dans la mesure où l’on observe pas la même tendance

selon les composés et la pression transmembranaire considérée. Il serait donc inté-

ressant de répéter l’expérience plusieurs fois afin de vérifier que si les variations de

rétentions en fonction du débit d’alimentation se répètent ou bien si elles présentent

un aspect stochastique.

Au vu des valeurs de rétentions obtenues pour les sucres et les composés in-

hibiteurs en fonction de la pression transmembranaire et du débit d’alimentation,

deux stratégies étaient envisageables pour réaliser la dia-nanofiltration à l’échelle

pré-industrielle.

Travailler à basse pression transmembranaire (6 bar) de manière à diminuer au

maximum la rétention des composés inhibiteurs au détriment du flux de perméat.

Ou bien travailler à haute pression transmembranaire (15 bar) de manière à maxi-

miser le flux de perméat ainsi que la rétention des sucres. Dans la mesure où un

colmatage de la membrane a été observé lors de la dia-nanofiltration à l’échelle la-

boratoire, le choix a été de fait de travailler à haute pression de manière à conserver

un flux de perméat le plus élevé possible au cours de la détoxification de l’hydro-

lysat. Il est certain que l’autre stratégie serait tout aussi légitime, mais elle n’a pas

pu être testée, faute de temps. La dia-nanofiltration a donc été conduite à une pres-

sion transmembranaire de 25 bar (TMPe f f de 16 bar) et un débit d’alimentation de

470 L h−1.
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VD 15 permet d’émettre l’hypothèse qu’au cours de la diafiltration, à peu près 30%

des sucres du rétentat sont affectés par la formation d’une couche de polarisation et

environ 20% sont adsorbés sur la membrane.

La Figure 4.15 met en évidence une élimination efficace des dérivés furaniques et

des acides aliphatiques. A 10 dia-volumes (VD 10) la quasi totalité de ces composés

est éliminée, exception faite de l’acide lévulinique qui reste encore présent à hauteur

de 10% de la concentration initiale.

L’élimination des composés phénoliques est plus ou moins efficace selon les mo-

lécules considérées. Le syringaldéhyde, présentant une rétention supérieure à 95%

semble présenter un comportement comparable au sucres. En effet, la quantité de

syringaldéhyde restante est similaire à VD 5 et 10 et elle augmente à VD 15, une

fois la couche de polarisation disparue. Cela suggère que ce composé est très peu

éliminé par diafiltration et que, à l’instar des sucres, une partie s’adsorberait sur la

membrane. En revanche, l’acide férulique et l’acide coumarique sont efficacement

éliminé par diafiltration dans la mesure où, à VD 15, environ 90% de l’acide féru-

lique et quasiment la totalité de l’acide coumarique ont disparus du rétentat. En-

fin, la vanilline présente un comportement intermédiaire au syringaldéhyde et aux

acides phénoliques. En effet, sa concentration diminue entre VD 5 et VD 10 puis re-

monte légèrement à VD 15. Ainsi elle est éliminée lors de la diafiltration, mais il est

possible qu’une partie soit prise dans la couche de polarisation ou soit adsorbée sur

la membrane.

4.8.2 Test de fermentation de l’hydrolysat lignocellulosique par Bacillus

subtilis 168

Afin d’évaluer l’impact de la dia-nanofiltration sur la fermentescibilité de l’hy-

drolysat, Bacillus subtilis 168 a été mis en culture dans les hydrolysats correspondant

à 3 niveaux de détoxification : VD5, VD10 et VD15. Chaque milieu a été utilisé tel

quel ou bien dilué à différents niveaux et supplémenté de milieu MBS, comme dé-

crit dans la partie Matériel et Méthodes. La souche classique et la souche adaptée

ont toutes deux été utilisées. Les temps de latence et les taux de croissance des deux

souches, extraits par l’intermédiaire du modèle de Gompertz sont présentés, pour

chaque condition de milieu, sur la Figure 4.17.
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FIGURE 4.17 – Temps de latence et taux de croissance de la souche de
Bacillus subtilis 168 classique ou adaptée au xylose, sur l’hydrolysat
hemicellulosique détoxifié à différents niveaux et plus ou moins dilué

dans une solution de MBS.

Au vu de ces résultats, plusieurs observations peuvent être faites. Tout d’abord,

aucune des deux souches de Bacillus subtilis 168 testée n’a été en mesure de croitre

sur le milieu détoxifié seul, quelque soit son niveau de détoxification (5, 10 ou 15

dia-volumes).

Ensuite, il semblerait que la souche adaptée au xylose présente une résistance

aux inhibiteurs plus importante que la souche classique dans la mesure où l’on ob-

serve une croissance dans le milieu détoxifié à 5 dia-volumes et dilué de 25% avec du

milieu MBS, toutefois, le temps de latence reste très élevé (36,5 heures) et la vitesse

de croissance relativement faible (μ=0,13 h−1).

Plus l’hydrolysat issu d’un diavolume est dilué et supplémenté de MBS, plus le

temps de latence et le taux de croissance tendent à diminuer et augmenter respec-

tivement. Ainsi, pour la souche adaptée mise en culture dans le milieu issu de 5

dia-volumes, le temps de latence et le taux de croissance passent de 36,5 heures et
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0,13 h−1, dans un mélange 75% milieu 25% MBS, à 3,23 heures et 0,4 h−1 dans le cas

d’un mélange 25% milieu 25% MBS et 50% eau (Figures 4.17b et 4.17d).

Ces résultats suggèrent donc d’une part que l’adaptation au xylose a eu un ef-

fet positif sur la résistance de Bacillus subtilis 168 vis à vis des composés inhibiteurs.

L’absence de croissance de la bactérie dans le milieu non dilué peut provenir soit de

la présence de composés inhibiteurs non identifiés, potentiellement d’autres com-

posés phénoliques, ou bien d’une carence dans le milieu. L’ajout de MBS dans les

dilutions aura permis de palier une éventuelle carence, mais les temps de latence

élevés observé lorsque l’hydrolysat est présent à 75% laissent à penser que la bacté-

rie est encore soumise à une forte inhibition.

Enfin, les conditions de croissance les plus optimales sont généralement obser-

vées à VD10, ce qui est cohérent avec les concentrations en inhibiteurs plus faibles

observées à ce dia-volume par rapport à 15 dia-volumes. Cela signifie donc que le

phénomène de rétro-diffusion de composés lors du retour à pression atmosphérique

peut avoir un impact important sur la fermentescibilité du produit obtenu en fin de

dia-filtration.

Ces tests de fermentation nécessiteraient d’être répété en fioles afin de s’affran-

chir des limitations inhérentes à l’utilisation de microplaques, à savoir la faible oxy-

génation du milieu et la difficulté à effectuer des prélèvements pour suivre la concen-

trations en inhibiteurs au cours de la croissance.

En conclusion, la dia-nanofiltration, même poussée, n’a pas été suffisante pour

assurer la croissance de Bacillus subtilis 168 dans un hydrolysat hemicellulosique. Les

composés phénoliques étant les seuls composés à ne pas être complètement éliminés,

il est possible que les quantités restantes, ainsi que des effets d’interactions, suffisent

à inhiber la croissance de la bactérie.

4.9 Etude du phénomène de colmatage de la membrane

4.9.1 Etude de l’adsorption de composés phénoliques par zétamétrie

Comme évoqué précédemment, la dia-nanofiltration de l’hydrolysat de paille

de blé par la membrane a donné lieu à un colmatage de la membrane, que ce soit
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Etude de l’adsorption de la vanilline sur la membrane DK

L’adsorption des sucres sur la membrane avait déjà été mise en évidence par

Nhu Nguyen au cours de ses travaux de thèse. Dans ce contexte nous nous sommes

donc intéressés aux composés phénoliques. Au vu des résultats précédents, parmi

les quatre composés identifiés, la vanilline et le syringaldéhyde était les plus sujets

à une adsorption sur la membrane. Le syringaldéhyde étant très peu soluble dans

l’eau, la vanilline a été retenue pour effectuer cette étude. Le protocole de mesure

d’adsorption de cette dernière est détaillé dans la partie Matériels et Méthodes.

Les Figures 4.19 et 4.20 illustrent l’évolution du potentiel zêta de la membrane

DK lors de l’ajout de différentes concentrations de vanilline, en partant d’un pH 2,8

et 4,4 respectivement.
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FIGURE 4.19 – Potentiel zêta de la membrane DK en partant d’un pH
2,8 à différentes concentrations de vanilline.

Les données sont représentées sous forme de "boites à moustache". Une boite à

moustache se lit de la manière suivante. Les côtés inférieur et supérieur du rectangle

représentent le premier et le troisième quartile, c’est à dire les valeurs en dessous

desquelles se trouvent respectivement 25 et 75% des valeurs. Le trait au milieu du

rectangle correspond à la médiane, séparant les valeurs mesurées en deux popula-

tions de tailles égales. Les barres prolongeant le rectangle correspondent aux valeurs

maximales et minimales observées. Enfin, les cercles correspondent aux valeurs me-

surées qui peuvent être considérées comme des "outliers" par rapport au reste des
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que les protons viennent se fixer dessus, augmentant alors le pH du rétentat. A me-

sure que la vanilline serait ajoutée dans le milieu elle pourrait se fixer sur la mem-

brane et masquer les charges présentes à la surface, "chassant" ainsi les protons fixés

qui retourneraient alors dans le rétentat, diminuant le pH de la solution. Un phéno-

mène de ce type pourrait donc expliquer les variations de pH et de potentiel zêta

observées lors de l’ajout de vanilline dans une solution à pH 4,4. Mais cela reste une

hypothèse qui devrait être confrontée à des vérifications expérimentales, notamment

en utilisant d’autres composés phénoliques présentant des affinités différentes vis à

vis du matériau membranaire.

Pour finir, les pH testés ici, 2,8 et 4,4 sont plus élevés que le pH de l’hydroly-

sat utilisé au cours de la thèse (pH 1). Il est donc possible que les phénomènes dé-

crits dans cette partie ne soient pas valables pour un pH 1. Le zêtamètre utilisé était

équipé d’électrodes en argent ne supportant pas une exposition prolongée à des pH

inférieurs à 3. Il existe en revanche des électrodes en platine, capable de supporter

des pH très acides qui permettrait d’étudier d’éventuels phénomènes d’adsorption

à pH 1.

4.9.2 Etude de la reversibilité du colmatage à l’échelle pilote

L’étude de la réversibilité du colmatage avait déjà été réalisée sur le module MET-

cell et avait permis de mettre en évidence un phénomène d’hystérèse caractéristique

de phénomènes irréversibles.

Le pilote SIVA ayant permis l’utilisation d’une membrane spiralée, la présence

d’un espaceur, assurant un régime hydrodynamique turbulant au voisinage de la

membrane, était susceptible d’impacter la cinétique de colmatage de la membrane.

C’est pourquoi la réversibilité du colmatage de la membrane DK a fait l’objet d’une

étude à l’échelle pilote pré-industrielle.

Le protocole suivi pour réaliser cette étude a été inspiré des travaux de Rayess

et al. sur le colmatage de membranes de microfiltration par des colloïdes [174]. Il est

décrit dans la partie Matériels et Méthodes.

L’évolution du flux de perméat en fonction de la pression transmembranaire lors

de la filtration de l’hydrolysat par la membrane DK en recirculation totale est pré-

sentée sur la Figure 4.21.
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de différentes pressions transmembranaires, le colmatage de la membrane était ré-

versible dans la mesure où un rinçage à l’eau permettait de retrouver la perméabilité

initiale. En revanche, lors des diafiltrations, le contact prolongé de la membrane et

de l’hydrolysat a entrainé un colmatage irréversible de cette dernière, l’utilisation de

solution de soude a été nécessaire afin de retrouver la perméabilité à l’eau initiale.

Le temps semble donc être un facteur important du colmatage de la membrane de

nanofiltration par l’hydrolysat. Il pourrait donc être intéressant de reproduire l’ex-

périence en utilisant des paliers d’équilibrages plus long et de réaliser des mesures

régulière du débit de perméat au cours de ces paliers.

4.10 Conclusion et perspectives de l’étude

Ce chapitre a permis de confirmer que la dia-nanofiltration est un procédé effi-

cace pour l’élimination des composés inhibiteurs, tout du moins en ce qui concerne

les dérivés furaniques et les acides aliphatiques. Les résultats sont plus contrastés en

ce qui concerne les composés phénoliques, si l’acide coumarique est efficacement éli-

miné, il est difficile d’éliminer totalement les autres phénols, le syringaldéhyde étant

par exemple particulièrement retenu et son élimination finale ne dépassant pas les

40%. De plus, à l’instar d’autres procédés de détoxification, une partie des sucres de

l’hydrolysat est perdue au cours du procédé, ces derniers s’adsorbant semble t’il à la

surface de la membrane.

Toutefois, les procédés de filtration membranaire sont des procédés facilement

modulables et adaptable, il est donc possible d’envisager différentes solutions pour

palier aux difficultés citées.

Comme expliqué précédemment, la faible différence de poids moléculaire entre

les sucres et certains composés phénoliques peut diminuer les performances de sé-

paration des deux classes de composés. En s’inspirant des travaux de Luo et al. [118],

il est donc possible d’envisager un procédé en deux étapes : une première étape

éliminant les composés inhibiteurs non phénoliques de manière similaire aux tra-

vaux présentés ici, puis une seconde phase de filtration, utilisant une autre mem-

brane, ayant pour but de séparer les sucres des composés phénoliques, ces derniers
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ayant été préalablement polymérisés à l’aide de laccases. Des procédés de purifica-

tion d’hydrolysats reposant sur deux étages de filtration ont déjà été étudiés, mais,

au vu des pertes en sucres observés dans l’étude actuelle, il est nécessaire de quanti-

fier l’impact de l’ajout d’un étage de filtration sur la concentration en pentoses et en

hexoses.

Si les pertes en sucres observées sont belles et bien imputables à un phénomène

d’adsorption de ces composés sur la membrane, en l’absence de nettoyage de cette

dernière, un phénomène de saturation devrait être observable. Il serait donc intéres-

sant d’étudier les performances de séparation d’une membrane saturée et d’analyser

l’évolution de la quantité de sucres perdus au cours des cycles de filtration.
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Chapitre 5

Etude des mécanismes d’action de

la vanilline et de l’acide férulique

sur Bacillus subtilis 168 par

cytométrie en flux

5.1 Points clés du chapitre

5.1.1 Objectifs

La dia-nanofiltration a permis d’éliminer les composés inhibiteurs non phéno-

liques mais les composés phénoliques tels que la vanilline ou l’acide férulique sont

encore présents, mais à plus faible concentration (15 et 12 mg L−1, respectivement),

dans l’hydrolysat détoxifié et la nanofiltration n’a pas permis de lever l’inhibition

de croissance de Bacillus subtilis 168. Les composés phénoliques sont décrits dans la

bibliographie comme perturbant l’intégrité de la membrane plasmique des microor-

ganismes, seulement les mécanismes exacts impliqués restent flous.

L’objectif de cette étude a donc été d’étudier l’action de la vanilline et de l’acide

férulique sur la fluidité et la polarisation de la membrane de Bacillus subtilis 168, par

cytométrie en flux. L’étude de ces paramètres a été complétée par une étude de la

viabilité cellulaire.
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5.1.2 Principaux résultats

Cette étude a permis de mettre en évidence deux effets différents de la vanilline

et de l’acide férulique sur la bactérie

— La vanilline provoque une augmentation du temps de latence de la croissance

de la bactérie. Durant la phase de latence, la membrane de la bactérie présente

une dépolarisation qui s’estompe au démarrage de la croissance. En revanche

aucun effet sur la fluidité membranaire n’a été relevé.

— L’acide férulique ne provoque pas d’allongement du temps de latence, et fait

étonnant, tend même à le raccourcir. Seulement, en fin de phase exponentielle

on assiste à un effondrement de la population cellulaire liée à une chute de la

viabilité. L’acide férulique entraine en effet une augmentation de dépolarisa-

tion ainsi qu’une perte de fluidité de la membrane au cours de la croissance.

— Lorsque les deux composés sont associés, on peut observer, de manière sé-

quentielle, les effets de la vanilline en début de croissance, suivis des effets

de l’acide férulique en fin de croissance. Toutefois, un effet de synergie peut

être observé sur la fluidité de la membrane. En effet, seule, la vanilline n’a

pas eu d’impact sur la fluidité membranaire. En revanche, en mélange, l’ef-

fet des deux phénols s’est montré plus important que le seul effet de l’acide

férulique.
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5.2 Introduction

As oil exploitation is more and more criticised because of its high environmen-

tal impacts, lignocellulosic biomass is considered to be a promising alternative. It is

the most abundant biomass on earth, its exploitation implies a short carbon cycle

and it is available in important quantities as agricultural and forest exploitation by-

product. It is composed of cellulose and hemicelluloses, two polymers of sugars, and

lignin, a cross-linked polymer of aromatic compounds. Cellulose and hemicelluloses

sugars can be used in biotechnologies applications as low cost carbon sources, or

they can be transformed through chemical synthesis to generate platform molecules.

Lignins has long been used as combustible to increase cost efficiency of bioethanol

production, but novel applications have been developed to produce various chemi-

cals from aromatic monomers : plastics, resins, additives, . . .

However, lignocellulosic biomass exploitation is hindered by its natural recalci-

trance. To access the different fractions composing lignocellulose, it is necessary to

disassemble the structure. High proportion of crystalline cellulose and hydropho-

bicity of the lignin network reduce efficiency of enzymatic hydrolysis of lignocel-

lulose. This is the reason why pretreatment processes have been developed to re-

duce lignocellulosic biomass resistance to fractionation. Steam explosion and dilute

acid hydrolysis are the main pretreatment used at pilot or industrial scale. They ef-

ficiently liberate sugars from lignocellulose, but in the meantime, because of severe

physico chemicals conditions, degradation by products are generated. These by pro-

ducts are commonly regrouped in three categories : furan derivatives, aliphatic acids

and phenolic compounds. This compounds are recognized inhibitory compounds

for fermenting microorganisms, and therefore, they need to be removed from ligno-

cellulosic biomass hydrolyzates.

In a previous work we studied the use of dia-nanofiltration as a process to re-

move inhibitory compounds in a wheat straw hydrolyzate, prior to fermenting su-

gars with Bacillus subtilis 168. Dia-nanofiltration efficiently removed furans and ali-

phatic acids, but phenolic compounds remained in the cultivation medium and see-

med to hinder bacterial growth. Study of minimal inhibitory concentrations of com-

mon lignocellulosic derived inhibitory compounds, showed that among the different
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phenolic compounds tested, vanilline and ferulic acid showed the strongest inhibi-

tory effects on Bacillus subtilis 168.

Phenolic compounds are known to exert inhibition on microorganisms, even at

low concentrations. Due to their hydrophobicity, these compounds have long been

suspected to interact with plasma membrane of microorganisms, leading to per-

turbation of respiratory metabolism or leakage of potassium in extracellular me-

dium. Several studies have reported loss of membrane integrity caused by these

compounds, using flow cytometry and propidium iodide staining [53, 215]. Howe-

ver, this staining gave no insight to the physical impact of phenolic compounds on

membrane structure.

Bouix et al. have recently assessed fluidity membrane determination on microor-

ganisms using flow cytometry [26]. Membrane fluidity measurement is traditionally

performed on a whole cell population through fluorescence anisotropy measure-

ment using spectrofluorometry. Authors of this study have efficiently transposed

fluorescence anisotropy measurement to flow cytometry and succeeded in combi-

ning membrane fluidity determination with staining viable/dead cells using car-

boxyfluorescein diacetate (cFDA) and propidium iodide (PI).

Optimal plasma membrane fluidity is crucial for microorganisms.

To our knowledge little data is available concerning mechanisms of action of phe-

nolic compounds on plasma membrane of microorganisms. Therefore, in the present

work we studied vanillin and ferulic acid impacts on Bacillus subtilis 168 membrane

in terms of fluidity and polarisation.

5.3 Materials and Methods

5.3.1 Strain and culture conditions

Bacillus subtilis 168

The Bacillus subtilis strain used in this study was Bacillus subtilis 168. It came

from the strain collection of the GMPA (Génie et Microbiologie des Procédés Ali-

mentaires) UMR based in Thiverval-Grignon, France. The strain is stored at -80 ◦C
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in cryotubes containing BHI (Brain Heart Infusion) medium and glycerol at 10%

(v/v).

Inoculum preparation

For every experiment, inoculum was prepared as follow : 0.5 mL of the content

of a cryotube was injected into a 250 mL flask containing 40 mL of a cultivation

medium composed of (3.35 g L−1 Yeast Nitrogen Base, 2.5 g L−1 Yeast Extract, pH

was adjusted at 7 using a 2 mol L−1 NaOH solution). Inoculum was then incubated

at 37 ◦C for seven hours.

Cultivation media

Bacillus subtilis 168 was cultivated in five different media. A reference medium

composed of 3.35 g L−1 Yeast Nitrogen Base, 2.5 g L−1 Yeast Extract and 10 g L−1

xylose. Four media containing inhibitory compounds were designed using the same

composition than reference plus (i) 0.25, (ii) 0.5 g L−1 vanillin, (iii) 2.0 g L−1 ferulic

acid or (iv) a mixture of 0.5 g L−1 vanillin and 2.0 g L−1 ferulic acid, these concen-

trations have been selected based on previous experiments, conducted in microplate

and flask, whose goals were to study inhibitory concentrations of vanillin and ferulic

acid on Bacillus subtilis 168. All media were adjusted to pH 7 using 2 mol L−1 NaOH

solution.

5.3.2 Cell viability staining

The staining protocol for cell viability was adapted from previous work [26]. The

fluorochrome used for viability was CHEMCHROME V8, containing carboxyfluo-

rescein diacetate (cFDA) (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) and diluted ten times

in acetone. This staining gives information on membrane integrity and esterase ac-

tivity. When cells are not damaged or dying, the dye is split by intracellular esterase

activity, which releases carboxyfluorescein, therefore making cells fluorescing. Pro-

pidium iodide (PI) (Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France) (1 mg mL−1 in distilled

water) was used as a marker of damaged and dead cells. In effect, this dye can only
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penetrate cells and fixate on nucleic acids if cells membrane is altered. Before stai-

ning, cells suspensions of Bacillus subtilis 168 were diluted in McIlvaine buffer (MI)

[citric acid (100 mmol L−1)(Fisher Chemical, Elancourt, France), disodium hydro-

gen phosphate dehydrate (Na2HPO4, 200 mmol L−1) (Fischer Chemical, Elancourt,

France) adjusted to pH 7.3] to reach approximately 106 cells mL−1. Ten µL of cFDA

and PI were added to 1 mL of the diluted cell suspension. The mixture was incubated

at 40 ◦C for 10 minutes prior to flow cytometry analysis.

5.3.3 Membrane potential evaluation

Membrane potential was determined using bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) (DiBAC4(3))

(Life Technologies, St. Aubin, France).

Culture was diluted in McIlvaine buffer (pH 7.3) to reach 106 cellsmL−1 and 5 µL

of DiBAC4(3) (0.5 mg mL−1 in DMSO) was added to the diluted suspension. Samples

stained with DiBAC4(3) were analyzed by flow cytometry (FCM). The results indi-

cated the depolarised cell number and the depolarisation level : the higher the fluo-

rescence intensity was, the more the cells were depolarised.

5.3.4 Membrane fluidity staining

Membrane fluidity was determined using 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)

(Sigma-Aldrich, L’Isle d’Ableau, France). DPH was dissolved in DMSO (Sigma-Aldrich,

L’Isle d’Abeau, France) at a concentration of 6 mmol L−1. Cells suspensions of Bacil-

lus subtilis 168 at different ages ranging from 1h to 9h were washed and diluted to

reach 107 cells mL−1 in MES buffer (pH 5.5) (50 mmol L−1 2-[N-morpholino]ethanolsulfonic

acid buffer, Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France).

Before injection into cells suspension, DPH was sonicated for 5 min at 20 Hz.

After addition of 5 µL of DPH, cells suspension were vortexed for 1 min, centrifuged

for 90 s at 14,000 g and the pellet was re-suspended in MES buffer, pH 5.5, before flow

cytometric analysis.
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5.3.5 Dual membrane fluidity/viability staining

Dual staining membrane fluidity/cell viability allows to assess membrane flui-

dity on distinct subpopulations. To perform this dual staining, cells were diluted to

107 cellsmL−1, washed two times in MES-buffer and the pellet was suspended in

1 mL of MES-buffer. Five µL of DPH were added, vortexed for 1 min and centrifu-

ged. The pellet was re-suspended in 2 mL of McIlvaine buffer before adding 20 µL

of cFDA (2.17 mmol L−1 in DMSO), and 20 µL of PI (1 mg mL−1 in water), and then

incubated 10 min at 40 ◦C. The sample was cooled to 20 ◦C before analysis by flow

cytometry.

5.3.6 Flow cytometry

Configuration of the flow cytometer

Flow cytometry analysis was performed with a CyFlow Space cytometer (Sysmex-

Partec, Villepinte, France). The CyFlow Space is an evolutionary device that can

contain up to four of five sources of excitation and settings with 12 colors of fluores-

cence. The cytometer was equipped with a solid blue laser, emitting at 488 nm, and

four band-pass filters : a forward-angle light scatter (FSC) combined with a diode

collector, a side-angle light scatter (SSC) and two fluorescence signals collected with

photomultiplier tubes, a 530 nm band-pass filter (515-545) to collect green fluores-

cence (FL1 channel) and a 630 nm long pass filter to collect the red fluorescence (FL2

channel).

To measure fluorescence anisotropy, an UV laser (60 mW) was added. It is pola-

rized vertically and emits at 375 nm, vertical and horizontal polarizers, a half-wave

retarder plate placed in a mount, and two photomultipliers for IV (FL3) and IH (FL4).

The flow cytometry analysis was performed using logarithmic gains and specific

detectors settings, adjusted on a sample of unstained cells (first decade for FL1, FL2,

FL3 and FL4), in order to eliminate cellular auto fluorescence. Gating on FSC/SCC

was used to discriminate bacteria from the background (R1 region).
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Fluorescence anisotropy measurement

Balancing : this measurement was performed on cells gated on the R1 region of

the FSC/SSC dot plot. The half-wave retarder plate was rotated at 45 ◦ in order to

achieve depolarisation of the fluorescence at each of the photomultiplicators (PMTs).

The voltage was adjusted on the FL3 (IV) so that the intensity was equal to that of

the FL4 (IH), which results in the anisotropy output being centered near channel 0

(G = Mean FL3 / Mean FL4 ≈ 1).

Anisotropy : The half-wave retarder was checked to 0 (aligned parallel to the po-

larisation (vertical) of the laser beam). The means of the vertical (FL3) and horizontal

(FL4) fluorescence histograms were used to calculate anisotropy from the following

Equation :

r =
MeanFL3 − G × MeanFL4

MeanFL3 + 2 × FL4
(5.1)

Each measurement was performed on 10000 cells and the results was the mean

of three or four measurements. The flow cytometer was placed in an air-conditioned

room at 20 ◦C. The temperature is important for the fluidity assessment and the flow

cytometer must be housed in a room where temperature is constant. To perform

several measurements at different temperatures, it is possible (but binding) to put

the sheath fluid and the samples in a water bath and to check waste temperature.

Treatment of the results

Data were collected and analyzed using FlowMax software (Sysmex-Partec, Vil-

lepinte, France). Sub-populations were identified using dot plots. Gates were defi-

ned in the dot plots of FSC, SSC (total cells) or FL1, FL2 (viable, damaged, dead cells),

thus allowing the software to separate the different populations. Data were analyzed

using statistical tables that indicate numbers and percentages of stained cells deter-

mined by each detectors, as well as the fluorescence intensity of each fluorescent

signal and the CV% (dispersion coefficient). The dual membrane fluidity/cell viabi-

lity staining made it possible to calculate the fluorescence anisotropy of the plasma
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membrane on total cells or only on viable cells, damaged cells or dead cells by ap-

plying the specific gate of the dot plot of viable, damaged or dead cells to measure

means FL3 and FL4 only on one cell sub-population.

5.4 Results

5.4.1 Cells viability

Evolutions of the number of viable Bacillus subtilis 168 cells during cultivation,

when submitted to vanillin, ferulic acid or a mixture of both compounds is presented

on Figures 5.1 and 5.2.
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FIGURE 5.1 – Number of Bacillus subtilis 168 viable cells when submit-
ted to vanillin and ferulic acid. Data are presented following Gom-

pertz representation.

Bacillus subtilis 168 showed a different growth profile depending on the phenolic

inhibitory compounds considered (Figure 5.1). Compared to the reference, B. subtilis

168 growth in media containing vanillin showed increased lag time, but, overall at

the end of cultivation, viable cells reached the same amount as the reference condi-

tion.

However, B. subtilis 168 growth showed a different profile when submitted to

2 g L−1 of ferulic acid. At first, bacterial growth seemed to be stimulated as no real
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lag phase was observed. Yet, around 6 hours of cultivation, number of viable cells

suddenly decreased and dead cells appeared.
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FIGURE 5.2 – Number of Bacillus subtilis 168 viable cells when sub-
mitted to both vanillin and ferulic acid. Data are presented followinf

Gompertz representation.

When B. subtilis 168 was confronted to both inhibitory compounds, an increase

in lag phase was observed followed by a growth phase presenting a lower specific

growth rate compared with the reference. Finally around 12 hours of cultivation the

number of viable cells suddenly dropped.

5.4.2 Cells membrane polarisation

Evolution of B. subtilis 168 cells membrane polarisation, as a function of cells

concentration, is presented on Figure 5.3.

Using the DiBAC4(3) probe, fluorescence intensity (FI) is a function of membrane

polarisation, and is characterized by the average value of FL1 channel. An increase

in fluorescence is a sign of depolarisation. According to Figure 5.3, in absence of inhi-

bitory compounds, cells membrane polarisation remained constant during bacterial

growth.

In presence of vanillin, at a concentration of 0.25 g L−1 no significant effect was

observed compared with reference. However, at 0.5 g L−1 of vanillin, a membrane
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FIGURE 5.3 – Representation of Bacillus subtilis 168 cells membrane
polarisation when submitted to vanillin, ferulic acid or a mixture of
both compounds. Membrane polarisation is presented as a function

of cells concentration in order to discard lag time effect.

depolarisation could be observed during lag phase, this depolarisation then decrea-

sed to almost reference value when bacterial growth started. Moreover, till the end

of cultivation, cells membrane tend to present hyperpolarisation compared with the

reference.

Ferulic acid at 2.0 g L−1 tend to show opposite effects on membrane polarisation.

At the beginning of growth, membrane tended to be more polarised than reference,

but, as cell population increased, membrane polarisation gradually decreased until

the drop in viable cell population, which matched with a sudden important mem-

brane depolarisation.

When both inhibitory compounds were mixed up together, B. subtilis 168 cells

also presented depolarised membranes during lag phase. As population began to

grow, membrane tended to show hyperpolarisation, but, as growth continued, mem-

brane polarisation gradually decreased and suddenly dropped when viable cells po-

pulation fell.

5.4.3 Cells membrane fluidity

Evolution of B. subtilis 168 cells membrane fluidity, as a function of cells concen-

tration, is presented on Figure 5.4.
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FIGURE 5.4 – Representation of Bacillus subtilis 168 cells membrane
fluidity when submitted to vanillin, ferulic acid or a mixture of both
coumpounds. Membrane fluidity is presented as a function of cells

concentration in order to discard lag time effect.

Membrane fluidity was characterized by measuring anisotropy. Higher values

of anisotropy indicate increase in membrane rigidity while lower values are a sign

of higher membrane fluidity. According to the results, in absence of inhibitory com-

pounds, plasma membrane fluidity tended to decrease as cell population grew.

Vanillin, whether it was introduced at 0.25 or 0.5 g L−1 showed no significant ef-

fects on membrane fluidity when compared to the reference. On the contrary, ferulic

acid at 2 g L−1 increased anisotropy, sign of a decrease in membrane fluidity. When

the two inhibitory compounds were mixed up together, the increase in membrane

rigidity was even more consequent than for ferulic acid alone.

5.4.4 Dual staining of membrane fluidity and cells viability

The results of dual staining of membrane fluidity and cells viability are presen-

ted on Figure 5.5. Proportion of viable, altered and dead cells, and their respective

fluorescence anisotropy are presented as functions of time. Membrane anisotropy

of viable cells increased increased from 0.19 to 0.23 during the culture. Membrane

anisotropy of dead cells was 0.25.
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reported two mechanisms of response to membrane stiffening induced by low tem-

perature : a short term response provided by the activation of a membrane bound

fatty acidΔ5-desaturase, and a long term response through the synthesis of anteiso-

branched fatty acids.

Phenolic compounds, due to their hydrophobic nature, tend to penetrate the li-

pid bilayer composing the plasma membrane [88, 131]. This phenomenon tends to

disorganise membrane and to increase its fluidity [141, 225]. As a response, microor-

ganisms impacted by compounds disrupting membrane structure, increase mem-

brane rigidity through the mechanisms discussed above [141]. This increase in ri-

gidity fulfill two important goals, compensate the increase of fluidity, but also to

prevent the accumulation of more toxic compounds in the lipid bilayer. Bessa et al.

have reported that E. coli and S. aureus resistant to antibiotics strains presented more

rigid membranes that the same microorganisms without resistance adaptation [23].

Hence, according to these observations and the results obtained for Bacillus sub-

tilis 168, vanillin and ferulic acid seemed to affect the bacteria in different ways.

According to the viability results, vanillin didn’t hindered cells viability at 0.25

or 0.5 g L−1. Nonetheless, bacterial growth was delayed, increase in lag phase being

correlated with vanillin concentration. Therefore, vanillin seems to exert a tempo-

rary inhibitory effect on B. subtilis 168. Results suggests that the bacteria is able

to adapt to vanillin since, the depolarisation observed during lag phase disappears

when bacteria begin to grow. Absence of effect on membrane fluidity suggests that

vanillin does not directly alter lipid bilayer but could rather interact with membrane

proteins, such as ATP-synthase. Vanillin and other phenolic compounds have been

reported to interfere with respiratory metabolism and to dissipate proton gradient in

both prokaryotes and eukaryotes organisms [11, 53, 149, 179]. This proton gradient

dissipation would then be coherent with the observed depolarisation of the plasma

membrane during lag phase.

Inhibition profile of ferulic acid seems to be different since no lag phase was ob-

served and lethal effects occurred at the end of exponential phase. Both membrane

stiffening and depolarisation are correlated with a sudden decrease in cell viability.

Depolarisation could be explained by a loss of membrane integrity, leading to lea-

kage of intracellular medium [56] and stiffening could be attributed to the defense
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mechanisms mentioned above. In case of negative Gram organisms, an increase in

membrane fluidity can induce synthesis of saturated fatty acids by the microorga-

nisms to counteract the phenomenon. However, as this synthesis is energy depen-

dant, it mainly occurs during growth phase and disappears in stationary phase [141].

As mentioned previously, little information is known concerning positive Gram bac-

teria, but, if Bacillus subtilis 168 would response to ferulic acid action, in a same way

than negative Gram bacteria, that could explained the observed growth profile : du-

ring growth phase, action of ferulic acid would be compensated by an increase in

membrane rigidity thanks to the synthesis of saturated fatty acids (SFA), but at the

end of growth phase, rarefaction of resources would slow down this defense mecha-

nism, hence bacteria would become vulnerable to ferulic acid and it would explain

the observed drop in cells viability. Results presented on Figure 5.5 suggest there is

a limit to viable membrane fluidity, above this limit cells die. This change in mem-

brane anisotropy of viable cells and values of membrane anisotropy of viable and

dead cells were already pointed out on Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus ther-

mophilus [26]. It seems that when membrane anistropy increases beyond 0.23 - 0.25,

depending on the strain, the bacterial cells die.

Combination of vanillin and ferulic acid showed interesting behavior on bacte-

rial growth. Regarding viability and membrane polarisation it seems that both phe-

nolic compounds exerted their effect sequentially, increased lag phase and transitory

membrane depolarisation for vanillin, followed by cell death and increasing mem-

brane depolarisation at the end of exponential phase for ferulic acid. This suggests

that effects of both compounds towards cell viability and membrane polarisation are

additive and not synergistic. Yet, a synergistic action seems to occur when conside-

ring membrane fluidity since membrane is stiffer when both compounds are present

than when ferulic acid is alone. Hence, while vanillin have no effect on its own on

membrane fluidity, it seems that it is involved in membrane stiffening when combi-

ned with ferulic acid.
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5.6 Conclusion and perspectives

In this work actions of vanillin and ferulic acid on plasma membrane of Bacil-

lus subtilis 168 have been studied using flow cytometry. Results showed that both

compounds impacted plasma membrane but in different ways. Vanillin, at 0.25 or

0.5 g L−1 did not affected membrane fluidity but induced an elongation of lag phase

during which the membrane was depolarised. Ferulic acid, at 2.0 g L−1 induced an

increase in membrane rigidity during growth and stationary phase, coupled with

the depolarisation of the membrane. These effects led to the death of cells at the be-

ginning of stationary phase. Hence, for the concentrations tested, vanillin presents

temporary inhibitory effects while ferulic acid action is mainly bactericide and ap-

pears at the end of growth phase. In mixture, (vanillin at 0.5 g L−1 and ferulic acid at

2.0 g L−1) the effect of both compounds are observed sequentially while increase in

membrane rigidity caused by ferulic acid seems to be exerted in presence of vanillin.

Use of flow cytometry highlighted a possible limit of membrane rigidity that Bacillus

subtilis 168 can handle, corresponding to an anistropy fluorescence of around 0.23 -

0.25. Finally, Bacillus subtilis 168 mechanisms implied in the regulation of membrane

fluidity are, to our knowledge, little known, however, considering similar mecha-

nisms as of negative Gram bacteria could explain the results observed in presence

of ferulic acid. Hence, future works will consist in analysing membrane fatty acids

composition as well as quantifying energy resources of cells during growth.

Acknowledgment

The authors acknowledge the Région Grand Est, the Conseil Départemental de

la Marne and Grand Reims for their financial support.



195

Chapitre 6

Conclusions et Perspectives

6.1 Conclusion

Les objectifs de la thèse étaient (i) d’éliminer les composés inhibiteurs présents

dans un hydrolysats hemicellulosique, issu d’un prétraitement drastique, par nano-

filtration, (ii) et de tester la fermentescibilité du milieu détoxifié avec une bactérie

modèle, Bacillus subtilis 168.

L’étude des concentrations inhibitrices des principaux inhibiteurs présents dans

un hydrolysat hémicellulosique sur Bacillus subtilis 168 a permis d’établir des seuils

à atteindre avec le procédé de détoxification. Au vu des concentrations minimales

inhibitrices, déterminées par ajustement du modèle de Gompertz, Bacillus subtilis

168 présente une sensibilité plus forte à ces composés inhibiteurs que les levures

généralement utilisées pour valoriser les hydrolysats hemicellulosiques.

Cette étude a aussi permis de mettre en lumière deux points importants. Pre-

mièrement, l’étude des phénomènes d’inhibition observés sur Bacillus subtilis 168

sur microplaque nécessitent d’être confirmés par des cultures en fioles. En effet,

les conditions d’oxygénation en microplaque n’étant pas optimale, il est possible

que des mécanismes de réponse au manque d’oxygène se soient ajoutés aux effets

des inhibiteurs testés et aient donc impacté la détermination des seuils d’inhibition.

Deuxièmement, plusieurs études ont observé que des effets de synergies pouvait

fortement augmenter l’action des composés inhibiteurs, même si ces derniers étaient

présents à des concentrations inférieures à leur seuil d’inhibition, ce qui semble être

aussi le cas dans les travaux présentés dans ce manuscrit. Il est donc nécessaire d’ap-

profondir l’étude de ces interactions entre composés inhibiteurs.
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L’utilisation de la dia-nanofiltration à l’aide de la membrane DK s’est révélée ef-

ficace pour éliminer la plupart des composés inhibiteurs, et ce, dans un hydrolysat

réel présentant une forte osmolarité ainsi qu’un pH très bas. C’est un point posi-

tif dans la mesure où cela permettrait de prétraiter la biomasse lignocellulosique

à l’aide de prétraitements drastiques et de s’affranchir du compromis entre rende-

ment en sucre et quantité de composés inhibiteurs générés. Toutefois, l’utilisation

d’un hydrolysat réel a aussi permis de mettre en évidence les difficultés qu’il peut y

avoir à éliminer les composés phénoliques dont le taux de rétention est très élevé et

proche de celui des sucres. Dans ce cas une simple dia-nanofiltration, telle qu’utili-

sée dans ces travaux n’est pas suffisante et peut nécessiter des adaptations qui seront

discutées dans les perspectives.

Pour finir, la cytométrie en flux s’est révélée être un outil intéressant pour ana-

lyser l’impact des composés phénoliques sur la membrane de Bacillus subtilis 168. Si

la fluidité membranaire était déjà étudiée par spectrophotométrie, la transposition

de ce procédé à la cytométrie en flux permet d’étudier la fluidité cellule par cellule

et non plus à la seule échelle de la population. Cette étude a notamment permis de

montrer que deux composés phénoliques, la vanilline et l’acide férulique, impac-

taient la membrane de Bacillus subtilis 168 de différentes manières : aux concentra-

tions testées, la vanille entraine une dépolarisation de la membrane qui se résorbe à

la fin de la phase de latence, quant à l’acide férulique, il entraine une dépolarisation

de la membrane en fin de croissance, couplée à une rigidification de cette dernière,

qui mènent à chute de la viabilité cellulaire.

6.2 Perspectives

Au vu de ces résultats, un certain nombre de perspectives sont envisageables,

tant au niveau microbiologie qu’au niveau du procédé de nanofiltration.
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6.2.1 Vers une amélioration de l’élimination des composés phénoliques

par dia-nanofiltration

La dia-nanofiltration telle qu’utilisée dans le cadre de ces travaux s’est montrée

efficace pour éliminer les dérivés furaniques et les acides aliphatiques, mais l’éli-

mination de composés tels que le syringaldéhyde ou la vanilline s’est révélée plus

délicate. Plusieurs stratégies seraient envisageables pour palier ce problème.

En premier lieu, il serait envisageable d’utiliser une dia-nanofiltration a deux ni-

veaux, comme cela a été décrit dans la littérature. Ainsi, le premier étage reposerait

sur l’utilisation d’une membrane laissant passer les dérivés furaniques et les acides

aliphatiques mais retenant les sucres et les composés phénoliques. Le second étage

utiliserait une autre membrane assurant la séparation des composés phénoliques et

des sucres, cette étape pourrait d’ailleurs être améliorée par polymérisation des phé-

nols par l’intermédiaire de laccases. L’avantage d’un tel procédé serait qu’il permet-

trait d’aboutir à trois fractions valorisables (cellulose, hémicelluloses, lignines) soit

par chimie verte, soit par des procédés biotechnologiques. De plus, l’utilisation de

deux membranes différentes permettrait d’optimiser les deux phases de séparation

afin d’utiliser le moins d’eau possible dans le procédé de diafiltration. En revanche,

l’utilisation de deux étages implique un investissement matériel plus important, un

procédé plus complexe et des temps de traitement peut être plus longs.

La seconde option serait de coupler la dia-nanofiltration avec un autre procédé

de séparation tel que l’utilisation de polymères absorbants. L’introduction bibliogra-

phique a été l’occasion de voir que les résines échangeuses d’ions sont efficaces pour

éliminer les composés inhibiteurs présents dans les hydrolysats hemicellulosiques,

mais qu’une seule résine ne permettait bien souvent l’élimination que d’un type de

composés. Il serait donc ainsi envisageable de faire précéder la dia-nanofiltration

par une étape d’élimination des phénols par une résine. Cette stratégie permettrait

là encore de séparer les trois fractions d’intérêt et d’augmenter l’efficacité de la dia-

filtration. En revanche, cela complexifierait une fois encore le procédé de détoxifica-

tion, et apporterait les contraintes liées à l’utilisation de résines, à savoir une étape

de régénération, ainsi que l’utilisation de produits chimiques.

Enfin, il serait envisageable de jouer sur les paramètres du milieu au cours de la
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diafiltration afin de modifier la sélectivité de la membrane. A titre d’exemple, plu-

sieurs études ont montré une chute de la rétention des sucres à pH basique. Ainsi,

une fois les dérivés furaniques et les acides aliphatiques éliminés, il serait envisa-

geable de remplacer l’eau de diafiltration par une solution de base afin de remonter

le pH de l’hydrolysat. Cela aurait pour effet de charger la membrane négativement

et de dissocier les acides phénoliques qui seraient alors retenus par l’effet Donan. Les

sucres étant moins retenus ils se retrouveraient dans le perméat. Ce type de stratégie

présenterait l’avantage de conserver un procédé simple, toutefois, sa mise en place

nécessiterait d’étudier la cinétique d’élimination de chaque composé inhibiteur en

fonction du pH, ou éventuellement d’autres paramètres tels que la concentration en

sels ou la température. De plus, récupérer les sucres dans le perméat impliquerait de

les reconcentrer par la suite. Cette méthode ne serait peut être donc pas rentable en

elle même mais pourrait peut être compléter les stratégies précédentes.

Pour comparer l’efficacité de ces différentes stratégies il est nécessaire de prendre

en compte un certains nombre de paramètres : la durée du procédé, la consommation

d’eau et d’énergie, la fréquence de nettoyage et de renouvellement des membranes,

la consommation de produits chimiques pour les étapes de nettoyage (ou de régéné-

ration de l’éventuelle résine échangeuse d’ions), . . . Les travaux présentés dans cette

thèse n’ont pas intégré d’analyse technico-économique, mais dans la mesure où l’ob-

jectif principal reste de proposer un procédé de détoxification à bas coût, l’analyse de

cycle de vie est un outil indispensable. A titre d’exemple, la membrane DK a été rete-

nue pour la diafiltration, mais il est possible que l’acidité de l’hydrolysat conduise à

un vieillissement prématuré de la membrane, ce qui impacterait le coût du procédé

à long terme.

6.2.2 Vers une amélioration de la fermentescibilité de l’hydrolysat détoxi-

fié par Bacillus subtilis 168

Les tests de fermentation sur milieu diafiltré ont montré que, malgré l’élimina-

tion de la plupart des inhibiteurs, la croissance de Bacillus subtilis 168 était encore

inhibée. Trois explications sont possibles : la souche fait face à une carence en un élé-

ment essentiel à sa croissance, les interactions entre les composés inhibiteurs restant
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suffisent à inhiber la bactérie ou bien il reste des composés inhibiteurs qui n’ont pas

été identifiés.

La première hypothèse pourrait être testée de manière comparable à ce qui a été

fait lors des tests de fermentation : supplémenter le milieu détoxifié avec du milieu

de culture pour voir si l’inhibition de croissance est levée. En revanche, du fait du

protocole utilisé dans la thèse, l’hydrolysat détoxifié s’est retrouvé dilué par l’ajout

de milieu de culture. Il serait donc nécessaire de dissoudre les composants du mi-

lieu nutritif directement dans l’hydrolysat afin de ne pas modifier la concentration

en inhibiteurs. Des essais ont été fait mais n’ont pas été présentés, il semblerait que

l’ajout d’extrait de levure et/ou de bases azotées dans le milieu n’ai pas levé l’inhi-

bition, ce qui suggère que l’absence de croissance ne serait pas due à une carence.

Seulement ces tests ont été conduits en microplaque 12 puits, les conditions d’oxy-

génation n’étaient donc pas optimales, il faudrait donc réitérer l’expérience en fioles

ou en bioréacteur.

L’hypothèse de l’inhibition par des composés restant dans le milieux pourrait

être testée en chemostat. En augmentant progressivement la concentration de milieu

détoxifié dans un mélange milieu nutritif/hydrolysat, il serait possible de détermi-

ner la concentration en inhibiteurs à partir de laquelle la croissance est impactée.

De plus, l’utilisation de la cytométrie en flux permettrait de suivre de manière fine

l’état physiologique des cellules ainsi que l’impact des différentes concentrations de

milieu sur la membrane plasmique. Les composés non phénoliques ayant été éli-

minés, il est fort probable que les inhibiteurs restants soient des phénols. Une fois

les concentrations inhibitrices déterminées en tenant compte des interactions, trois

stratégies visant à lever cette inhibition pourraient être envisagées.

La solution la plus simple serait de réaliser la fermentation en fed-batch ou en

continu. Le fed-batch permettrait d’assurer une certaine densité de population et

par la même occasion, du fait de l’augmentation progressive de la concentration

en inhibiteurs, de laisser le temps aux bactéries de s’adapter aux mécanismes d’ac-

tion de ces composés. En cas d’adaptation réussie des microorganismes à certaines

inhibiteurs, la réalisation de fermentations en continu permettrait de maintenir cet

avantage sur le long terme.

Seconde stratégie possible, qui a fait l’objet de premiers tests en fin de thèse,
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utiliser des levures métabolisant les composés phénoliques afin de les éliminer de

l’hydrolysat. Lors des tests, les levures ont été transformées en extrait de levure afin

d’assurer la croissance de Bacillus subtilis 168. Cette stratégie ne s’est malheureuse-

ment pas montrée concluante dans la mesure où la croissance de la bactérie sur ce

milieu s’est montrée limitée.

Pour finir, il peut être envisagé de neutraliser l’action des composés phénoliques

soit par polymérisation à l’aide de laccases, soit par leur extraction à l’acétate d’éthyle.

Enfin, l’utilisation de la cytométrie a permis de mettre en évidence une action

différente de la vanilline et de l’acide férulique sur la membrane de Bacillus subtilis

168. Cette observation met l’accent sur l’importance d’approfondir l’étude des mé-

canismes d’action des composés phénoliques, issus de la dégradation de la lignine,

sur la bactérie.

Dans le cas de l’acide férulique, il sera d’abord nécessaire de comprendre si l’aug-

mentation de la rigidité de la membrane de la bactérie est due au composé en lui

même ou bien s’il s’agit d’une réponse du microorganisme à l’action du phénol. Dès

lors, deux solutions pourraient être envisagées pour diminuer les effets de la molé-

cule. Si l’acide férulique tend à fluidifier la membrane et que Bacillus subtilis dépense

de l’énergie pour synthétiser des acides gras saturés (AGS), dans le but de contrer

cette fluidification, on peut envisager d’enrichir le milieu de culture en AGS, afin

de permettre au microorganisme de les intégrer à sa membrane, limitant ainsi sa

perte d’énergie.A l’inverse, si l’acide férulique tend à rigidifier la membrane, l’ajout

d’acide gras insaturés (AGI) pourrait alors diminuer ce phénomène. Pour répondre

à cette problématique, il est donc indispensable de comparer la composition en acide

gras de la membrane de la bactérie en présence et en absence d’acide férulique.

Pour finir, l’hydrolysat réel étant un milieu complexe, il est difficile d’étudier

l’ensemble des synergies entre composés inhibiteurs qui pourraient être à l’origine

de l’absence de croissance de Bacillus subtilis 168, même après élimination d’une

grande partie des inhibiteurs identifiés. C’est pourquoi l’utilisation de solutions mo-

dèles, de complexité croissante, et couplée à des techniques d’analyses telles que la

cytométrie, s’avère inévitable pour comprendre les différents mécanismes mis en jeu

et leurs impacts sur la physiologie des microorganismes.
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6.2.3 Vers une amélioration de la souche de Bacillus subtilis

La présentation de Bacillus subtilis 168 a permis de mettre en lumière un certains

nombre d’avantages qu’il pourrait y avoir à utiliser cette souche pour valoriser les

hydrolysats hémicellulosiques : la capacité de la souche à métaboliser une grande

variété de sucres, y compris le xylose, la facilité avec laquelle il est possible de la

modifier et sa capacité à s’adapter à des stresses environnementaux.

En revanche, ces travaux ont aussi mis en évidence un certain nombre de contraintes

qu’il serait nécessaire de dépasser afin de pouvoir faciliter l’utilisation du micro-

organisme. Pour commencer, il est nécessaire d’améliorer l’utilisation du xylose par

Bacillus subtilis 168, car, si la souche possède effectivement les enzymes permettant

de métaboliser ce sucre, l’absence d’un transporteur spécifique limite fortement la

vitesse de consommation du pentose. Plusieurs études ont décrit les transformations

génétiques à effectuer pour y parvenir.

La seconde transformation et non des moindres, serait l’inactivation d’un certain

nombre de réponses au stresses, telles que la sporulation ou la production de bio-

films. En effet, l’utilisation de plans d’expérience sur microplaques facilite grande-

ment l’étude d’un grand nombre d’interactions entre composés inhibiteurs, mais la

faible oxygénation du milieu déclenchant des réponses physiologiques de la souche,

l’impact de ces dernières perturbe la lecture de DO et complique par conséquent

l’extraction des données de croissance.

Ces actions permettraient d’aboutir à des conditions de croissance plus optimales

pour Bacillus subtilis 168, et ainsi de faciliter l’étude des phénomènes d’inhibition

dans des solutions complexes.
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— Etude des mécanismes d’action des phénols sur Bacillus subtilis 168.
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Marielle BOUIX
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Axel FAYET, Andreia TEIXEIRA, Tiphaine CLÉMENT, Florent ALLAIS, Marielle

BOUIX, Marie-Laure LAMELOISE

International Congress on Membrane and Membrane Processes (ICOM 2017),

29 July - 4 August, San Francisco, CA USA

— Flow cytometry, a relevant tool to assess the integrity, polarisation and the

fluidity of bacterial cytomplasmic membrane Marielle BOUIX, Axel FAYET,

Sarrah GHORBAL, Marie-Laure LAMELOISE

33rd Congress of the International Society for Advancement of Cytometry,

Prague, Pologne

A.3 Publications dans journaux à comité de lecture

— Detoxification of highly acidic hemicellulosic hydrolysate of wheat straw, by

dia-nanofiltration with a focus of phenolic compounds

Axel FAYET, Andreia TEIXEIRA, Florent ALLAIS, Marielle BOUIX, Marie-Laure

LAMELOISE

A soumettre dans Journal of Membrane Science

— Study of minimal inhibitory concentrations of common lignocellulose deri-

ved compounds and their interactions of Bacillus subtilis 168. Axel FAYET,

Astrid CORMIER, Tiphaine CLÉMENT, Sarrah GHORBAL, Marie-Laure LAME-

LOISE, Florent ALLAIS, Marielle BOUIX

A soumettre

— Study of vanillin and ferulic acid action on the plasma membrane of Bacillus

subtilis 168, using flow cytometry. Axel FAYET, Sarrah GHORBAL, Delphine

BREHM, Tiphaine CLÉMENT, Florent ALLAIS, Marie-Laure LAMELOISE, Ma-

rielle BOUIX

A soumettre
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A.4 Autre

Le programme Python développé pour traiter les données de croissance en mi-

croplaque sera prochainement publié en open source sur la plateforme Github (gi-

thub.com)
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