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Projet INGEcoH : « InGénierie Ecologique WNR@
d’écosystemes microbiens producteurs de
bioHydrogene par voie fermentaire »
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Contexte du projet g

Le biohydrogene : au coeur du concept de bioraffinerie environnementale

8% Chaleur
Electricité
Agro- ¢ Biocarburant
industries

Mlcroalgues

Biodéchets
» B serres

Molécules Sumse. B actate, EtOH, AGVs
d'intérét - S ... bioplastiques

"‘;\',,.f; Fertilisation
Hzo Réutilisation,
irrigation

Fibres \.,,'

sous contraintes d'innocuité sanitaire (détergents, hormones, pathogenes...)

e @ N NR

Colloque Bioénergies — 9 et 10 octobre 2012



-Contexte du projet

Les voies de production du biohydrogene: la voie fermentaire

Productivité 0.07-0.35 0.5-5 0.5-100
(mmol,,/L/h)
Rendement - 0.8-1.1 0.1-3

(moly,/mol cose) i '
H2 glucose (+) Production en continu

@ lumiere
Peu de surface requise
Utilisation de substrats complexes

e 5 5 NR
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-Contexte du projet g

Les cultures mixtes = un large potentiel de valorisation de la biomasse

Un substrat simple (sucre) Un microorganisme

Un substrat complexe (déchet) Un écosystéeme
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-Contexte du projet g

Les cultures mixtes = un large potentiel de valorisation de la biomasse.... avec des
limitations

Matiéere organique
(biomasse, déchets solides, effluents)

Bactéries hydrolytiques

Protéines Sucres simples Acides
\ gras

actéries acidogénes
fermentaires

Métabolites
microbiens

Acetate,
Butyrate
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-Contexte du projet

Ingegg#

Les cultures mixtes = un large potentiel de valorisation de la biomasse.... avec des

limitations métaboliques

Matiéere organique
(biomasse, déchets solides, effluents)

Bactéries hydrolytiques
Protéines SucresBimples Acides
\ gras

actéries acidogénes
fermentaires

Métabolites
microbiens

Butyrate

4

Changement de voies métaboliques
chez les espéces du genre Clostridium

Lactate
Ethanol

Acetone,
Butanol,
Ethanol
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-Contexte du projet

Les cultures mixtes = un large potentiel de valorisation de la biomasse.... avec des

limitations métaboliques et écologiques

Matiéere organique
(biomasse, déchets solides, effluents)

actéries hydrolytiques

Protéines

Sucres ples Acides

\

gras

fermentaires

actéries acidogénes

-

Métabolites
microbiens

trices

Bactéries
homoacétogeénes

Meéthanogénes

CO,+CH,

Changement de voies métaboliques
chez les espéces du genre Clostridium

Changement de populations
microbiennes

Bactéries lactiques

Lactate
Ethanol

Acetone,
Butanol,
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Contexte du projet

Conditions opératoires tres étudiées

Matiére organique 3

Changement de voies métaboliques
chez les espéces du genre Clostridium

(biomasse, déchets solides, effluents)
actéries hydrolytigues

Changement de populations

microbiennes
Protéines I Sucresgfnples Acides
\ gras
Bactéries acidogénes Bactéries lactiques
fermentaires
Lactate
Métabolites Ethanol
microbiens
Acetone,
0 Butanol,
Bactéries
Bactéries homoacétogénes -
N . Caproate
Ifato-réductrices . N
Méthanogénes :
Rendement moyen expérimental en hydrogéne
en fermentation en cultures mixtes :
H,S CO,+CH, 1-1.5 Moly2/MOl jucone

Colloque Bioénergies —

(pH, °C, TSH...)

Facteurs biotiques
(lien structure — fonction,
Interactions microbiennes) =

Lol D 3
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Contexte du projet g

BioH2 = faible diversité =bon modeéle pour étudier
les interactions microbiennes en cultures mixtes

Espece majoritaire

Especes minoritaires = quel réle ?
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Contexte du projet g

Développer une approche innovante et pluridisciplinaire d’ingénierie écologique qui
consiste en la conception, |la construction et I'étude de consortia microbiens afin d’établir
les parametres régissant les réseaux d’interactions métaboliques avec pour objectif
d’optimiser la production d’hydrogene.

Facteurs

physico-chimiques

Ingénieur des Consortium

écosystemes Facteurs biotiques microbien

(i) de sélectionner et caractériser des bactéries a haut potentiel

(ii) de construire /simplifier un consortium microbien pour I'élaboration de modéles
mécanistiques de réseaux d’interactions métaboliques,

(iii) d’étudier et optimiser les performances sous conditions réelles en comparaison avec
des écosystemes plus complexes.
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Tache 1 : Approche
souche pure

Tache 1.1: Outils Tache 1.2:
moléculaires de Construction d’un
suivi mutant

A 4

Tache 1.3 : Etude
métabolique
consortiums (batch)

\ 4
Tache 1.4 : Etude
dynamique
consortium
(continu)

\ 4

Tache 2 : Approche
cultures mixtes

Tache 2.1 : Simplification
d’un écosystéme

A 4

Tache 2.2 : Isolement et étude
métabolique de souches pures
(batch)

A\ 4

Tache 2.3 : Reconstitution et étude
dynamique d’un consortium
(continu)

[ Tache 4 : Modélisation J

Tache 4.1:

Modélisation réseau <
métabolique

»
>

Tache 4.2:
Modélisation
cultures mixtes

A

[Téche 3 : Etude dynamique du consortium]

Tache 3.1 : Stress environnementaux

\

Tache 3.2 : Influence facteur

Tache 3.3 : Mise en ceuvre d’une production
effective et stable de biohydrogéne




Structure du projet g

Facteurs

physico-chimiques

Ingénieur des Consortium

écosystémes Facteurs biotiques microbien

(i) de sélectionner et caractériser des bactéries a haut potentiel de production
d’hydrogene,

(ii)) de construire /simplifier un consortium microbien pour I'élaboration de
modeles mécanistiques de réseaux d’interactions métaboliques,

(iii) d’étudier et optimiser les performances sous conditions réelles en
comparaison avec des écosystemes plus complexes.
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Résultats marquants: ingénierie métabolique @

Stratégie d’ingénierie métabolique: augmenter le niveau de ferrédoxine réduite intracellulaire

Métabolisme H, de Clostridium acetobutylicum Productivité 100 mmoles H,/L.h

- Rendement: 2 moles H,/mole glucose

l—> 2 NADH
2 Pyruvate
2 Fdreq 4H*
2€0, ] Hydrogénase A
1l 2 Fdoyy
2 Acétyl-CoA Production de H, est limitée par la

/ l disponibilité en Fd,sq substrat de  —

I’hydrogénase
acetate 0 5 bUtyrate Vasconcelos et al 1994 Girbal and Soucaille 1994 Girbal

etal. 1995

Colloque Bioénergies — 9 et 10 octobre 2012



Résultats marquants: ingénierie métabolique @

Stratégie d’ingénierie métabolique: augmenter le niveau de ferrédoxine réduite intracellulaire

—>Rajouter une enzyme ferrédoxine-dépendante au sein de la glycolyse = Glycéraldéhyde-3-phosphate

ferredoxine oxydo-réductase, GAPOR de Méthanococcus maripaludis

i G’\‘ifose Production d’H, limitée par |a
v disponibilité du substrat Fd, .,
Methanococcus maripaludis
hydrogenase
Glyceraldehyde 3-P [~ Glyceraldehyde 3-P N\ —
Glycolysis— GAPDH Foxg
1,3 diphosphoglycerate GAPOR @
PGK Fleq
3 phosphoglycerate
3 phosphoglycerate
i \ J
N 2 Pyruvate v
2 Fdred 4H+
/ Rendement attendu : 4 moles H, / mole de

Hydrogenase

\ glucose
y 2 Fdoxy 2H; @

2 Acetyl-CoA

Acetate /\

Butyrate

200, <
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Résultats marquants: ingénierie métabolique @

Stratégie d’ingénierie métabolique: augmenter le niveau de ferrédoxine réduite intracellulaire

Expression hétéroloque et purification de la GAPOR chez E. coli Tl

primer pSOSprom (for) Sall (1)

et C. acetobutylicum RBS Thiolase -~

s Construction de nouveaux vecteurs d’expression pour gorttm

Clostridium acetobutylicum PeLTaortietdsooe ’% |
& Expression des GAPORs 43 000 et S2 sans étiquette
= Expression des GAPORs 43 000 et S2 fusionnées avecune .
étiquette histidine en N terminal noc wrminster SN

Sall(3234)

Activité spécifique catP

en U.mg?

BL21 pCodon BL21 pCodon RosettaGami2.. RosettaGami2..

¢ Transformations de la souche C. acetobutylicum souche D1502 + Souche délétée de la
voie de synthése du butyrate et de la solvantogéneése (brevet potentiel en cours)
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Structure du projet

Facteurs

physico-chimiques

Ingénieur des Consortium

écosystémes Facteurs biotiques microbien

(i) de sélectionner et caractériser des bactéries a haut potentiel de production
d’hydrogene,

(ii) de construire /simplifier un consortium microbien pour I'élaboration de
modeéles mécanistiques de réseaux d’interactions métaboliques,

(iii) d’étudier et optimiser les performances sous conditions réelles en
comparaison avec des écosystemes plus complexes.
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Résultats marquants: role des bactéries minoritaires

Approche Expérimentale

- - — v Productiond’H,
- - — ¥ ProductiondAGV
(acétate, butyrate) et
(] ! - i
= — g Cae — d’autres sous-produits
2 (lactate, éthanol)
' — —> Man -
'? v' Dégradation des
2 — — - — sucres
)
— Chémostat —> Caepth —> ¥ Analysedes
Parametres communautés
. Opératoiresrégulés |, — — bactériennes

Equilibre

Aprées plus de 40
temps de séjour

e @ N NR
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Résultats marquants: role des bactéries minoritaires @

. Rendement

w
o
|

. Productivité

N
&)
!

N
o
Iy

-
a
!

5
Productivité (mmol H,.L'.h"")

Rendement en H, (mol H,.mol"' gluc .oneomme)
o
o

o
o

BDAPth BDA Caepth Cee Manprth Man Mix

Difféerences significatives sur les performances de production H, a I’équilibre en fonction
des cultures
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Résultats marquants: role des bactéries minoritaires @
L I

— BDAPH"

— BDA

— Manpth
— Man
— Mix

Abondance Relative en bactéries
O
&

Une espéce dominante et de nombreuses minoritaires
Excepté pour la culture BDAP!, |a bactérie majoritaire est la méme dans toutes les cultures

La nature, le nombre et I’abondance relative des bactéries minoritaires difféerent
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Résultats marquants: role des bactéries minoritaires

BDAPth BDA CaePh Cee Manpth Man Mix
Rdt H, (mol H, .mol-1 glucose) 1,22 1,93 1,72 (\2_33) 1,80 1,41 1,87
Productivité (mmolH,.L1.h1) 5,47 9,07 7,45 6,56 8,04 6,42 8,06
Clostridium butyricum v
Clostridium pasteurianum v v v v v v
Clostridium beijerinckii v Clostridium v/ v v v v |
Sporolactobacillus laevolacticus v
Bacillus coagulans v
B Bacillus racemilacticus v v
[ Lactobacillus paracasei Bactéries homolactiques v v v
= Lactobacillus casei v
M Lactobacillus nagelii v
Y | actobacillus ghanensis v
Escherichia coli E coli v
L

3 groupes de bactéries minoritaires

e @ N NR
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Résultats marquants: Ingénierie des écosystémes @
Lbe’ microbiens

Introduction d’espéces bactériennes exogénes

Utilisations de facteurs biotiques pour stabiliser ou améliorer la
production d'hydrogene par voie fermentaire en cultures mixtes

(Ingénieur des écosystemes microbiens - IEM)
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Résultats marquants: Ingénierie des eécosystemes

J Ml microbiens

Especes bactériennes testées

Espéces Métal.aolis.me Métaboli‘sme
respiratoire hydrogene
Clostridium acetobutylicum Anaérobie strict +
Clostridium pasteurianum Anaérobie strict +
Escherichia coli Anaérobie facultatif +
Enterobacter cloacae Anaérobie facultatif +
Enterococcus casseliflavus Anaérobie facultatif 0
Lactobacillus bulgaricus Anaérobie facultatif 0
Pseudomonas fluorescens Aérobie strict 0
Desulfovibrio vulgaris (DvH) Anaérobie strict +/ -
Ralstonia eutropha Aérobie strict -

Choix d’'un éventail représentatif de metabolismes susceptibles
d'interagir avec I'écosysteme




Résultats marquants: Ingénierie des eécosystemes
microbiens

Temps (jours)



Résultats marquants: Ingénierie des écosystémes @
Lbe’ microbiens

’ﬁ v' 1° cas : pas d’effet significatif d’interaction
— Ajout de Clostridium pasteurianum = compétition microbienne

1,35
1,20
1,05
0,90
0,75
0,60
0,45
0,30
0,15

0

Rendement en H, (mol.mol'lgclajouté)

Eco A C. pasteurianum Eco A
+

C. pasteurianum
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Résultats marquants: Ingénierie des écosystémes @
Lbe’ microbiens

,ﬁ v’ 2nd cas : effet positif sur les performances de production d’H,
— Ajout d’Escherichia coli = interaction positive avec Eco A
— Augmentation de la production d’acétate et de butyrate

Rendement en H, (mol.mol-tgcl,oue)

1,35
1,20
1,05
0,90
0,75
0,60 X a5
0,45
0,30
" m

0 o

Eco A E. coli Eco A+ E. coli
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Résultats marquants: Ingénierie des eécosystemes

L be’ microbiens
ﬁ v 3eme cas ; effet positif sur les performances de production d’H,

— Ajout de Ralstonia eutropha = synergie avec EcoA
- Augmentation de la production d’acétate et de butyrate dans le mélange

. Acetate Lactate
135
§ 1,20 Q 6 - . Butyrate . Ethanol
= E
9 1,05 7 c
S 25
g 090 g
© X35
£ 075 24
= 8
T’ 0,60 53
> . %
Z 045 £,
& ©
E 030 3
= o1
£ 0,15 i’
= S
0 ®» 0 ‘ .
EcoA R.eutropha _ ECOA™ EcoA R.eutropha_ ECOA Y

R. eutropha R. eutropha

e @ N NR
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Résultats marquants: Ingénierie des écosystemes @

microbiens
ﬂ Stabilisation du métabolisme de I’écosystéme (interaction positive)

exemple de R. eutropha ou E.coli
120 -

C

2 moles H,/mole Glc

!

1.4 moles H,/mole Glc

Produits de fermentation (mM)

Eco B

. : L
W Acétate [ Butyrate Lactate | Ethanol M Formiate B Caproate . MMWR



Résultats marquants: Ingénierie des écosystémes @
| be/ microbiens

\ Métabolisme Métabolisme _
Especes . . Stabilité Rendement H,
respiratoire hydrogene
Clostridium R :
. Anaérobie strict + + 0
acetobutylicum
Clostridium — .
. Anaérobie strict + + 0
pasteurianum
Escherichia coli Anaérobie facultatif + + ++
Enterobacter cloacae Anaérobie facultatif + - +
Enterococcus , ; .
. Anaérobie facultatif 0 0 0
casseliflavus
Lactobacillus . .
) Anaérobie facultatif 0 + -
bulgaricus
Pseudomonas — .
Aérobie strict 0 - 0
fluorescens
Desulfovibrio vulgaris . :
Aérobie strict -+ 0 ket o o el
(DvH)
Ralstonia eutropha Aérobie strict - + +++
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Clostridium

idium acetobutylicum
ATTC824 (Cab)

entation ABE

H, Ethanol

Anaerobie
Mesophile

Genome
sequence

Milieu Minimal
Un substrat
énergétique de facon
a controler le flux
métaboligue
(Glucose 14 mM +
Oligo-elements)

Résultats marquants: Ecosysteme microbien synthétique @

SRB

Desulfovibrio vulgaris
Hildenborough(DvH)

‘;\IMSU 1KUA W2 By 1i

Gram-
sulfate respiration (BSR)

Production/consommation H,
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Résultats marquants: Ecosysteme microbien synthétique @

1/ Production H, (x 2.3)

% de 0,7 a 1,6 mole H,/mole Glc
H, (coculture)

2/ Le ratio H,/CO,
passe de 50:50 a 66:33

A, (Cab seul)
0, (Cab seul)

0 10 50 60 70

20 30 40
Time (hours)

La co-culture présente des propriétés « émergentes »
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Résultats marquants: Ecosysteme microbien synthétique @

Etude Transcriptomique (Q RT PCR)

C N R S
Glucose
Coculture (Cab)
/Culture pure e
(Cab) NAD NADH mt 2.7.1.40
1.0.1.27 ATP
Lactate € e é x o

X0.5

ATP ADIPIH  NAID(P) NAIXPIH  NAINP)

ADpP CoA
2.7.2. 2.0.102
Acetate  <bo» 1 A .&JMLA i e ds oh
Xl 83 w | 1 85
(.3) @2n

X8

NADPH NADH
(4 1.18.1.2 11813 (15)
o NADP NAD

Rd-Fd

€=%= Acon AcAr CoA
Acetone u 1.4 NAD(PIH lati P
co, H X1.75 ¢ o 1.1.1.35(157) up-regulation
NAD(P) .
B-1B-Cor down-regulation €—
HO
Cri-CoA

NADH
. (12)K 1.3.99.2 CoA
. 2 e 7
Butyrate <> 8 Bow-F Buri-Col Bl BeOH: == > Butanol
2727 23019 1.2.1.57 (AAR

ATP ADP CoA P NADXPIH ) Narvr)  NADKPHMI NADXP)

CONTACT PHYSIQUE NECESSAIRE (test membrane dialyse) !




Résultats marquants: Ecosysteme microbien synthétique @

CN RS D.vulgaris C.acetobutylicum Co-culture
3007 0 hours
200t
100t l ' |
3001

18 hours
- 200+
5
o] 100t
@)
30071
30 hours
200t
100t

A la fin de la culture, DvH représente environ 50% des bactéries présentes (PCRq),
Alors que seule elle ne pousse pas.
|
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Résultats marquants: Ecosysteme microbien synthétique @

High Resolution Scanning Electron Microscopy
(ni pili ni flagelle — fusion peptidoglycane ? — stress nutritionnel)

. (A) (x8000). (B) = A (x22000), (C) (x18000), (b) =C (x80000). (E) (x30000) , (F) =E (x100000).

Lol P NR

Colloque Bioénergies — 9 et 10 octobre 2012




Structure du projet g

Facteurs

physico-chimiques

Ingénieur des Consortium

écosystémes Facteurs biotiques microbien

(i) de sélectionner et caractériser des bactéries a haut potentiel de production
d’hydrogene,

(ii)) de construire /simplifier un consortium microbien pour I'élaboration de
modeles mécanistiques de réseaux d’interactions métaboliques,

(iii) d’étudier et optimiser les performances sous conditions réelles en
comparaison avec des écosystemes plus complexes.
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Résultats marquants: effet paramétres opératoires @

L
)
« Effet pH (4.5 3 7) —
* Effet température (25 a 50°C) Rendements moyens
* Effet type de substrat (L] avec PM) 1 a 1.5 moles H,/mole Glc
—
* Effet inhibiteurs - biomasse ([] avec PM) entre
* Effet charge organique et Fer (limitations substrats) 0.3 et 2.1 moles H,/mole Gl

? 2

_% § . . 718

nd 3 2%

_Ef ' I [ Eg 12

.; L : I §_ 08

£Z Y

£E 05 T E

2 0 - - ; - ; et
2% 3l 4 45 cPa

Temperature
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Bilans et perspectives @

v’ Lien structure — fonction a nouveau observé (réle important des minoritaires)

v Effet des paramétres opératoires dépendant de la structure des communautés
microbiennes présentes

v |IEM = amélioration de la stabilité métabolique et redirection vers la
production d’H, (vers des performances maximales)

v' Etude approfondie de ces interactions bactéries/bactéries = phénomene répandu ?.?

v 4 articles publiés, 2 soumis, +6 attendus // 14 communications orales // 1 brevet
potentiel // 1 projet EU associé

- Utilisation possible de facteurs biotiques pour stabiliser le systeme ou
I'orienter vers la production de molécules d’intérét

~

Interaction directe 5/ H\
l.

> J

— Interaction -7
---------------- R indi &
Facteurs biotiques micsobien indirecte
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