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Résumé :

Rhodotorula glutinis (Rhodosporidium toruloides) est une levure oléagineuse dont les fortes capacités
d’accumulation lipidique a partir de glucose comme source carbonée ont fait de la souche un modéle d’étude.
La capacité de cette levure a utiliser le glycérol ou le xylose en simple ou co-substrat avec le glucose est
toutefois encore peu explorée. De I’analyse des travaux antérieurs il a été possible de dégager les verrous
scientifiques qui nécessitent une amélioration des connaissances du comportement physiologique de cette
levure pour la conversion des substrats cités. Des stratégies expérimentales adaptées a la quantification
rationnelle des dynamiques de Rhodotorula glutinis en conditions de croissance et accumulation lipidique a
partir de xylose et de glycérol en simple ou co-substrats avec le glucose ont été développées. Des résultats

originaux ont été obtenus dont :

- la mise en évidence des potentialités de co-consommation des substrats xylose et glucose ou glycérol et
glucose sans accumulation de substrat ni production de métabolites en conditions controlées des flux de
substrats. 1l a été possible de déterminer la vitesse spécifique maximale de consommation du carbone de la

souche qui diminue lorsque la part de xylose ou glycérol augmente dans 1’apport de carbone total.

- la quantification de la dynamique de croissance sur xylose et glycérol pur en terme de taux de croissance et
de rendement: sur Xylose Hmax= 0.034h? et Rsx=0.28 Cmoix.Crolxylose; sur glycérol pmax=0.04ht
RS/X:0-31Cmon-Cmolglycérol-l-

- la quantification des vitesses spécifiques et rendements de production de lipides a partir de xylose ou de

glycérol en simple ou co-substrat avec du glucose : 20%xylose-80%glucose : gp=0.065CmoitAc.Cmolbiomasse-N"

L Rs/p=0.3CmoleTAG. Crmolesubstrat ™ 100%xylose : Qp=0-035065CmOITAG-Cmolbiomasse-h_l,
Rsp=0.31CmoleTaG.Crmolesubstrat 25% glyCér0|-75%g|UCOSG . Qp:0-07065CmOITAG-Cmolbiomasse-h_l,
RS/P=0.25Cmo|eTAG.Cmolesubstrat_l , 100% egCérOI . Qp=0.03065CmOITAG-Cmolbiomasse-h_l,

Rs/p= 0.29CmoletAG. Cmolesubstrat ™.

- L’impact de la nature des substrats sur le profil lipidique de Rhodotorula glutinis demeure léger : il apparait

que le xylose entraine une surproduction de C16:0 et C18:3et le glycérol favorise I’accumulation de C18:0.

Mots clés :
Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium toruloides, levure, croissance, lipides, co-substrats, xylose, glycérol,
limitation azote, fed-batch, bioprocédé, biocarburants aéronautiques.
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Abstract :

Rhodotorula glutinis (Rhodosporidium toruloides) is an oleaginous yeast. The micro-organism has
demonstrated high lipid accumulation when utilizing glucose as a substrate, and has become a model for oil
production. Glycerol and xylose are interesting as substrates for production of oil from renewable resources,
but the capacity of R. glutinis to utilize glycerol and xylose as substrates has not been characterized well.
Fermentation strategies were designed to quantify growth and lipid accumulation dynamics of R. glutinis
when utilizing glycerol and xylose - either as pure substrates, or as co-substrates with glucose. Several

original results have been found, including:

- Co-consumption of xylose or glycerol along with glucose was observed, without carbon substrate
accumulation or byproduct formation, when the carbon feed rate was carefully controlled. The specific
carbon consumption rate decreases when the proportion of the second substrate (glycerol or xylose) increases

in the feed, relative to glucose.

- Growth capacities were characterized on pure xylose and pure glycerol in terms of growth rate and carbon
yields: on xylose Hmax= 0.034h"? and Rsx=0.28 Cumoix.Crmolxyiose™™; 0n  glycerol  pmax=0.04ht
RS/X:0-31Cmon-Cmolglycerol_l-

- specific production rate of lipid production and substrate to product carbon conversion yields from xylose
or glycerol as single or cosubstrate with glucose were determinated: 20%xylose-80%glucose :
0p=0.065Cmoitac.Cmolbiomasse-n™?, Rs/p=0.3CmoleTAG.Cmolesubstrat 100%xylose :
0p=0.035065CmoiTAc. Cmolbiomasse.-n ™, Rsp=0.31CmoleTAG-Crmolesubstrat ., 25% glycerol-75%glucose :
0p=0.07065Cmorrac.Cmolbiomasse.n™?, Rs/p=0.25CmoteTAG- Cmolesubstrat - , 100% glycerol :
0p=0.03065CmoITac.Cmolbiomasse-n ™, Rsip=0.29CmoleTAc. Cmolesubstrat -

- Substrate diversification slightly impacts Rhodotorula glutinis’s lipid profile: xylose leads to an

overproduction of C16:0 and C18:3 and glycerol increases C18:0 accumulation.

Key words: Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium toruloides, yeast, growth, lipid accumulation, xylose,

glycerol, nitrogen limitation, fed-batch, bioprocess, biofuel.
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Partie 1 : Introduction

et contexte de I’étude






La recherche de molécules produites a partir de matiéres premiéres durables et
alternatives aux ressources fossiles a usages carburants pour I’industrie du transport aérien est
un défi majeur. Les enjeux sont nombreux : ils consistent a accroitre 1’indépendance
énergétique de la France et de 1I’Europe, sécuriser les approvisionnements, réduire les impacts
environnementaux du transport aérien et conforter la compétitivité internationale des industries
de I’aéronautique. Plusieurs solutions sont aujourd’hui envisagées parmi lesquelles 1’utilisation,
aprés hydrotraitement des lipides levuriens qui se positionnent comme une alternative

prometteuse aux énergies fossiles.

1. Letransportaérien, les émissions de dioxyde de carbone, la consommation
de carburant : bilan actuel et perspectives.

En 2013, la flotte mondiale de I’aviation civile comportait 25 310 avions qui ont garanti
le transport de pres de 3 milliards de passagers et 40 000 000 tonnes de fret. En conséquence,
le secteur aéronautique consomme environ 200 millions de tonnes de jet fuel par an, ce qui
correspondait en 2010 & environ 5 % de la consommation mondiale de pétrole [1; 2].
Parallélement, le marché ne cesse de se développer, principalement en raison de la forte
croissance économique des pays émergents. L’intensification de la demande correspond a une
augmentation record de 5 a 6% du nombre de passagers par kilometre en 2013. Ainsi, cette
méme année, plus de 31.6 millions de vols ont été programmeés pour 1’aviation civile, ce qui
représente un accroissement de 2% par rapport a 2012. Par ailleurs, 1400 nouveaux avions ont
été mis en service en 2013, d’une taille moyenne supéricure aux appareils remplacés,
augmentant de 5% le nombre de sieges qui se chiffre alors a 3.4 millions [2]. L accroissement
de la quantité annuelle de kérosene consommé est de 1 a 2 % et pourrait méme atteindre 3 %
a I’horizon 2050 [1 ; 3].

Le secteur aéronautique est aujourd’hui responsable de 2% a 3% des émissions
anthropogéniques mondiales de dioxyde de carbone, ce qui représentait 677 millions de tonnes
émises en 2008 [4]. Les biocarburants émettent également du dioxyde de carbone, mais au cours
de leur cycle de vie, ils pourraient permettre de réduire jusqu’a 80% des émissions de carbone
par rapport a un carburant classique d’origine fossile. Par ailleurs, la distribution de biojetfuels

dans 190 aeroports mondiaux suffirait a approvisionner 80% des vols [2].



Directement concerné par I’adéquation entre la demande et la production des ressources
pétrolieres, le transport aérien est fortement exposé a la fluctuation du prix du baril de pétrole,
qui est passe de 70$ en moyenne en 2009 a 124.5$ le baril de Brent en 2013 (Figure 1). Les
estimations faites pour 2014 prédisaient un tarif similaire voire a la hausse, alors que la chute
du cours du pétrole observée en fin d’année (a partir de septembre 2014) a abaissé la moyenne

annuelle du prix du baril de Brent a 99 dollars [5].
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Figure 1: Evolution du prix du baril de Brent en US dollar [6].

En conseéquence, les dépenses des compagnies aériennes associées au carburant sont
considérables : en 2013 le colt du carburant représentait 31% des dépenses directes de

fonctionnement des compagnies aériennes, il s’élevait a 33% en 2012.

2. Les enjeux du développement de carburant alternatif pour I’aviation

Dans ce contexte, le développement de biocarburants pour I’aéronautique, désignés par
biokérosene ou bio jet fuel, revét des enjeux importants. De nouvelles matiéres premiéres
alternatives aux ressources fossiles pour la production de jet fuel devraient permettre de
sécuriser 1’approvisionnement, de stabiliser les prix et de diminuer 1’empreinte
environnementale. Cependant, un avion ayant une durée de vie d’environ 30 ans, le jet fuel
produit doit répondre aux spécifications techniques de la flotte actuelle. L’Union Européenne
reconnait la nécessité de promouvoir les énergies renouvelables avec I’objectif complémentaire
de développer une nouvelle filiere économique compétitive qui sécurise 1’approvisionnement
tout en favorisant un développement rural de par I’exploitation de résidus agricoles comme

matieres premiéres [2 ; 4]. Ainsi, la «European Union Renewable Energy Directive» fixe a 10%
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la part minimale d’énergie renouvelable devant étre présente dans le secteur des transports en
2020 [2]. L’industrie aéronautique, qui ne fait pas partie de la directive, s’est alignée, en accord
avec les acteurs majeurs, sur cette valeur cible. Elle a étendu ses objectifs environnementaux
aux contraintes suivantes : accroissement de 1’efficacité énergétique de 1.5% d’ici 2020,
croissance neutre en carbone a partir de 2020 et réduction de 50% des émissions nettes d’ici
2050 par rapport a 2005. La part occupée par les biocarburants pour atteindre ces objectifs est
importante et se situe dans I’ordre de grandeur des bénéfices représentés par une amélioration

des procédures de vol plus « intelligentes » (Figure 2).
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Figure 2: Feuille de route pour la réduction des émissions [4].

3. Les efforts de I’industrie aéronautique

Depuis le premier vol test au biojetfuel en 2008, I’industrie aéronautique, dont Airbus
et EADS, a promu et initié des programmes de développement de solutions alternatives au
kéroséne. A ce jour, 1500 vols commerciaux contenant du biokéroséne ont été réalisés par 19

compagnies aériennes [2].

Une initiative marquante est « I"European Advanced Biofuels Flight Path » : en 2011,
les services de la Commission européenne, en collaboration étroite avec Airbus, les principales
compagnies aériennes européennes (Lufthansa, Air France/KLM et British Airways) et
d'importants producteurs de biocarburants européens (Choren Industries, Neste Oil, Biomass
Technology Group et UOP), ont lancé une nouvelle initiative industrielle dans le but d'accélérer
la commercialisation des biocarburants pour l'aviation en Europe. Il s’agit d’une feuille de route
a échéances précises permettant d’atteindre une production annuelle durable de deux millions

de tonnes de biocarburants pour l'aviation a I'horizon 2020 [7].



4. Les contraintes des carburants des transports aériens

Afin de garantir la sécurité des vols aériens, le jet fuel d’origine fossile, appelé Jet A ou
Jet Al, répond a des spécifications tres strictes qui certifient la stabilité du carburant quelles
que soient les conditions extrémes (pression, température) dans lesquelles 1’avion évolue

(Tableau 1).

Tableau 1: Principales spécifications du jet fuel

Point d'éclair 38°C minimum (Coupe fermée) Pensky-Martens.
Couleur Incolore / Jaune.

Etat physique Liquide.

Odeur Hydrocarbure.

Point d*ébullition 156 & 258 °C.

Densité Entre 775 et 840 kg.m3a 15°C.

Solubilité insoluble(s) dans I'eau.

Densité énergétique ~ Minimum 42,8 MJ.Kg™.

Viscosité Cinématique: 8 mm?2.s* Maximum & -20°C.

Ainsi, le développement d’un carburant issu de ressources alternatives au pétrole
conventionnellement utilisé doit intégrer I’ensemble de ces spécifications. Son utilisation doit
étre compatible avec les moteurs actuels sans nécessiter un renouvellement de la flotte ni
aucune modification des systémes: c’est le principe du «drop-in fuel» [3]. Dans le cas d’une
utilisation d’un nouveau carburant en mélange avec le Jet Al ou le Jet A, c’est le mélange qui

doit remplir les spécifications.

L’TATA insiste cependant sur le fait que le principal obstacle aux biocarburants pour
I’aéronautique n’est pas technique mais économique et politique. Il est important de préciser
qu’aucun biocarburant n’est actuellement commercialement viable. Pour étre rentable, il est
essentiel que le biocarburant soit produit et distribué en quantités suffisantes. Augmenter le
volume et la disponibilité ferait diminuer les colts. Une législation et une fiscalisation

favorables encourageraient donc le développement de biojetfuels [2].

5. Les solutions alternatives aux carburants fossiles

Les «drop-in fuels» issus de ressources alternatives sont multiples [3]. 1ls sont récapitulés dans
le Tableau 2.



Tableau 2 : Les alternatives au kérosene fossile issu du pétrole Jet A/Jet Al

Carburant

Anything to Liquid (XtL),
Gas to Liquid (GtL), Coal
to Liquid (CtL), Biomass
to Liquid (BtL),

HEFA  (Hydroprocessed
Esters and Fatty Acids)
DSHC (Direct Sugar to
HydroCarbons) Alcanes ou
hydrocarbures

Composés naphténiques

Alcools
Dérivés de furane
Dérivés d’acide

succinique

Carburants cryogéniques

Description

Carburants obtenus selon le procédé Fischer-Tropsch (FT) : production
d’hydrocarbures par réaction entre le monoxyde de carbone et 1’hydrogeéne,
certifiés ASTM International (American Society for Testing and Materials)
en mélange au Jet Al dans un ratio de 50%.

Huiles hydrotraitées : certification ASTM (American Society for Testing and
Materials) en mélange au Jet Al dans un ratio de 50% en 2010.

Alcanes ou en autres hydrocarbures (terpénes) obtenus par fermentation ou par

procédé thermochimique, au stade de recherche.

Composés naphténiques obtenus par liquéfaction directe, sous haute pression et
haute température et en présence d'un catalyseur & base d'alumine et d'un solvant
donneur d'hydrogene ; la matiere premiére pulvérisée (charbon ou bois) est
soumise a une hydroconversion et un hydrotraitement. Rendement supérieur au
procedé FT et colt inférieur. associé aux produits issus du procédé FT ou aux
huiles hydrogénées, pourrait constituer un carburant entiérement alternatif pour
I’industrie des transports aériens.

Alcools linéaires plus lourds que 1’éthanol (trop faible densité) : hexanol,
octanol et dodecanol pourraient trouver une application biokéroséne.

Obtenus par catalyse métallique a partir de fructose, propriétés intéressantes.
dérivés d’acide succinique produits par réaction entre 1’éthanol et I’acide
succinique ; exemple : le diéthyl-succinate (point d’ébullition et un point
d’explosion similaires a ceux du kéroséne).

obtenus a partir de gaz naturel liquéfié et d’hydrogéne liquide.

Les carburants issus du procedé Fisher-Tropsch et les huiles hydrotraitées permettent la

production d"une coupe paraffine, laquelle ne contient pas les aromatiques, naphténes et autres

constituants essentiels du kérosene. C’est pourquoi, leur utilisation pure n’est pas envisageable,

mais toutefois ils sont tous les deux certifiés pour une utilisation dans un mélange a 50% avec

le kéroséne actuel (Jet Al).

La voie conventionnelle de production d’huile, matiére premiere pour la synthése

d"HEFA, est celle des végétaux oléagineux. Une alternative intéressante peut étre 1’utilisation

d’huiles synthétisées et accumulées par des micro-organismes oléagineux : il s’agit de lipides

dits microbiens.



6. L’enjeu des lipides microbiens

La voie de production de lipides microbiens pour des usages biokéroséne constitue une
alternative prometteuse a la voie vegétale conventionnelle avec de remarquables avantages. Si
I’on envisage la synthése de lipides par voie microbiologique (levures, bactéries ou micro-
algues), I’éventail des sources de carbones utilisables comme mati¢res premicres est élargi a
tout substrat organique provenant de la fixation du carbone renouvelable (la biomasse) et tout
substrat carboné minéral (CO., méthane) issu de différentes filiéres industrielles chimiques ou
biotechnologiques. Ainsi, la filiere microbienne permet la valorisation de ressources agricoles
renouvelables ou d’effluents et coproduits industriels. En particulier, les effluents carbonés
agroindustriels (amidonneries, sucreries), les ressources ligno-cellulosiques, issues des résidus
industriels, agricoles et forestiers, et le glycérol industriel, sous-produit majoritaire du biodiesel,

paraissent étre des substrats renouvelables d’intérét.

D’autre part, ’utilisation de microbes oléagineux pour la production d’huiles par
fermentation permet d’envisager le développement de procédés de production robustes, aux
performances reproductibles, indépendantes des contraintes climatiques, géographiques et
géopolitiques. La grande diversité de micro-organismes et les spécificités de chacun offrent
I’opportunité de production d’une gamme de profils lipidiques ajustables en fonction des

contraintes d’usage.

Conclusion

Ainsi, le développement de molécules produites a partir de matiéres premiéres durables
et alternatives aux ressources fossiles a usages carburants fait partie des moyens a mettre en
ceuvre pour que I’industrie du transport afrien atteigne ses ambjectifs environnementaux
ambitieux tout en garantissant le développement du secteur, a savoir :

- I’alignement de I’industrie aéronautique avec la «European Union Renewable

Energy Directive» qui prévoit I’incorporation de 10% d’énergie renouvelable en
2020 dans le secteur des transports.

- DP’accroissement de 1’efficacité énergétique de 1.5% d’ici 2020,

- la croissance neutre en carbone a partir de 2020,

- laréduction de 50% des émissions nettes de CO> d’ici 2050 par rapport a 2005.



Parmi les différentes solutions envisageables, les huiles hydrotraitées, aujourd’hui
certifiées par I’ASTM comme pouvant étre utilisées & 50% en mélange avec le kérozéne, se
présentent comme une perspective intéressante. Alors que la technologie de I’hydrtotraitement
est connue et maitrisée, le verrou concerne la production d’huiles en quantités suffisante pour
alimenter la filiere. L’utilisation de micro-organismes olégineux, c’est-a-dire la production
d’huiles microbienne par fermentation permettrait de s’affranchir des contraintes climatiques,
de graantir une production stable et durable, sans entrer compétition avec les usages
alimentaires. Alors qu’il existe des bactéries, champignons ou micro-algues lipogénes, la mise
en place de cultures de levures, extensivement utilisées dans 1’industrie, pourrait permettre le

développement d’une technologie a court ou moyen terme.

Dans ce contexte, ces travaux de recherche s’inscrivent dans une collaboration initiée
en 2005 entre Airbus et I’Equipe de Fermentation Avancée et Génie Microbien (ex Equipe de
Génie Microbiologique: Analyse Systémique et Innovation de Procédés) du Laboratoire
d’Ingénierie des Systémes Microbiens et Procédés visant a étudier les possibilités de production
de lipides a partir de levures oléagineuses pour une application biokérosene. Depuis 1992, au
sein de ce laboratoire, il a €t€ notamment mis en évidence les fortes potentialités d’accumulation
de lipides de la souche Rhodotorula glutinis (Granger, 1992 ; Cescut, 2009). Les travaux
présentés dans ce document ont pour objectifs I’étude de I’impact de la diversification des
substrats carbonés (xylose et glycérol en simples ou co-substrats avec le glucose) sur le
comportement métabolique et dynamique de la souche d’intérét Rhodotorula glutinis

(Rhodosporidium toruloides), en condition de croissance et d’accumulation lipidique.

Ce document est organisé selon les principales parties suivantes: ’analyse des
connaissances et travaux antérieurs sur le métabolisme et la culture de la souche oléagineuse
Rhodotorula glutinis, qui situe ce travail dans son contexte scientifique et permet de dégager
les verrous scientifiques ; les matériels et méthodes qui décrivent I’ensemble des techniques et
protocoles expérimentaux utilisés pour réaliser cette étude ; les résultats, qui sont structurés en
deux chapitres: le premier chapitre concerne les capacités d’assimilation des substrats et la
répartition du carbone en conditions de croissance et le second se focalise sur le devenir du
carbone en conditions de limitation nutritionnelle par I’azote a partir des substrats d’intérét.
Enfin, la derniére partie de ce manuscrit comprend la conclusion générale et des propositions

de perspectives.
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Etat de l’art.

Le bilan et I’analyse des travaux antérieurs présentés dans ce chapitre sont organisés en
cing sous-parties. La premiéere sous-partie porte sur les micro-organismes oléganineux et plus
particulierement sur les caractéristiques de la levure lipogéne Rhodotorula glutinis. Dans un
second temps, on dresse 1’état de I’art actuel quant au métabolisme d’accumulation de
substances de réserves de la souche étudiée. Ensuite, le catabolisme de la souche sur les
substrats glucose, xylose et glycérol est traité ; avant d’aborder les aspects anaboliques dans le
sous-chapitre suivant. Dans une derniére sous-partie, les performances de croissance et
d’accumulation lipidiques de R. glutinis sont décrites a partir des substrats carbonés glucose,

xylose et glycerol.

1. Les micro-organismes oléagineux.
1.1. Définition et caractéristiques.

Alors que le métabolisme de la synthése lipidique existe chez tous les microbes, certains
micro-organismes ont la capacité de synthétiser des lipides de réserve et de les accumuler de
maniére intracellulaire dans des vacuoles appelées corps lipidiques. Lorsque la teneur en lipides
accumulés atteint un minimum de 20 % de la masse séche des cellules, le micro-organisme est

dit oléagineux ou lipogene. (Rattray et al., 1975, Botham et al., 1979).

1.2. Principaux micro-organismes oléagineux.

Les micro-organismes oléagineux peuvent étre des bactéries, des champignons, des

levures ou des micro-algues (Tableau 3).

Ainsi, méme si les profils accumulés sont espéce-dépendantes, il est toutefois possible
de souligner des similitudes au sein d’un méme regne. Moins connu et caractérisé que celui des
autres genres, le potentiel bactérien d’accumulation de triacylglycérols (TAG) est aujourd’hui
en cours d’exploration. L’accumulation de TAG se retrouve cependant principalement chez les
bactéries appartenant au groupe des actinomycetes telles que les espéces Mycobacterium,

Streptomyces, Rhodococcus et Nocardia.

La recherche concernant les micro-algues oléagineuses a débuté dans les années
soixante-dix et s’est intensifiée au cours des derniéres années. Alors que le caractére autotrophe

des algues permettant I'utilisation de dioxyde de carbone comme substrat est un point fort dans
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leur utilisation industrielle, leur cinétique de croissance demeure lente comparativement aux
autres micro-organismes allant de 0.2 j* pour Botryococcus braunii & 2.63 j™* pour Thalassiosira
pseudomona. Avec un taux d’accumulation tres intéressant pouvant excéder 70%
(Schizochytrium limacinum, Botryococcus braunii, Dunaliella tertiolecta), il reste de nombreux
verrous scientifiques et technologiques sur lesquels des équipes de recherche et des industriels

se mobilisent afin de faire émerger la filiere.

Les champignons filamenteux oléagineux peuvent également accumuler des taux non
négligeables de TAG, pouvant par exemple aller jusqu’a 60% de leur masse séche pour
Cunninghamella japonica. Soixante-quatre espéces lipogenes ont été recensees (Ratledge et al.,
1994). D’une maniére générale, la filamentation des champignons complexifie les transferts de
masse et de chaleur au sein des réacteurs ce qui joue en défaveur de leur utilisation industrielle

en particulier pour la production de molécules a faible valeur ajoutée.

Enfin, les levures oléagineuses ont fait 1’objet de nombreuses études qui ont mené a
I’établissement de modeles concernant les mécanismes de synthese et d’accumulation lipidique.
Parmi ces especes, Rhodotorula glutinis (Rhodosporidium toruloides) se situe parmi celles qui
peuvent accumuler les plus importantes teneurs en réserves lipidiques, jusqu’a 72% de leur
masse seche (Tableau 1). En outre, d’un point de vue plus général, la technologie de
fermentation des levures est connue, maitrisée et utilisée dans 1’industrie depuis des décennies,
ce qui joue en faveur d’un développement a court-moyen terme d’une production basée sur
I’utilisation de ce type de micro-organisme. Pour ces raisons, le micro-organisme choisi pour

cette étude est la levure lipogéne Rhodotorula glutinis.
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Tableau 3: Teneur lipidique maximale des principaux micro-organismes oléagineux.

Micro-organisme

Micro-algues

Botryococcus braunii

Chlorella protothecoides
Chlorella vulgaris
Crypthecodinium cohnii
Cyclotella DI-35
Cylindrotheca closterium
Dunaliella tertiolecta
Hantzchia DI-160
Nannochloris oculata
Nannochloropsis sp.
Neochloris oleoabundans
Nitzschia sp.

Schizochytrium limacinum

Thalassiosira pseudomona.
Bactéries

Acinetobacter sp.211
Arthrobacter AK19
Nocardia corralina
Pseudomonas aeruginosa 44T1
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus opacus
Rhodococcus ruber
Champignons filamenteux
Cunninghamella japonica
Entomophtora coronata
Mortiella alpina

Mucor circinelloides
Pythium ultimum

Levures

Cyptococcus curvatus
Candida 107

Candida albidus

Lipomyces lipofer
Lipomyces starkei
Rhodotorula  glutinis  (Rhodosporidium
toruloides)

Rhodotorula graminis

Yarrowia lipolytica

Pourcentage d’accumulation

lipidique (%glipides-gbiomasse)

25-75

55
20-23
40
42
17-20
71.4
66
19.3-59.3
68
25-37
50
50-77

21-31

25
78
23.9
38
21
87
26

60
43
50
25
48

46
40
44
36
68
72

36
36
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1.3. Rhodotorula glutinis, une levure oléagineuse d’intérét.
1.3.1. Classification.

Le genre Rhodotorulae appartient a la famille des levures imparfaites Cryptoccaceae,
sous-famille Rhodotorulodeae (Larpent et al., 1991). Il existe 38 especes de Rhodotorula
(Shinde et al. 2008). R. glutinis est communément classifiée comme la phase haploide de la
forme parfaite du basidiomycéte Rhodosporidium toruloides (Mares et al., 1982; Schréter and
Kopperschléger, 1996). Cette classification incombe principalement a 1’aspect morphologique
et a la composition chimique de la paroi, ainsi qu’au mécanisme de formation des
bourgeonnements (Mares et al., 1982). Le séquencage récent de Rhodosporidium toruloides a
révélé un génome de 20.2 Mb (Zhu et al., 2012).

1.3.2. Morphologie.

R. glutinis est une levure saprophyte, de forme ovoide a allongée, pouvant avoir un
pseudo ou un vrai mycélium et dont la taille moyenne est de 4 a 10 pum sur 2 a 5um (Shinde et
al., 2008). C'est une espéce hétérothallique, aérobie stricte, qui se reproduit par
bourgeonnement multilatéral (Hofer et al., 1969; Mares et al.,, 1982; Schréter and
Kopperschldger, 1996) et dont les cultures ont un couleur rose caracteristique due au potentiel

de la souche a synthétiser des B-caroténoides (Larpent et al.,1991).

Au cours d’une culture en condition d’accumulation lipidique, les cellules de la souche
R. glutinis s’arrondissent et leur cytoplasme laisse apparaitre de nombreux corps lipidiques. Ce
changement morphologique n’a cependant rien de comparable avec celui observé chez une
autre levure oléagineuse, Y. lipolytica, chez qui un dimorphisme a été mis en évidence
(Fillaudeau et al., 2009).

1.3.3. Diversité du potentiel de la souche et utilisation industrielle.

La souche d’intérét est par ailleurs étudiée pour d’autres utilisations que la production
de lipides telles que la production de pigments (Gabier et al., 2005), la production de protéines
insecticides (Oloke et al., 2006), la production d’a-L-arabinofuranosidase (Martinez et al.,

2006) et de phénylalanine ammonia lyase (D'Cunha et al., 1996; Yamada et al., 1981).
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R. glutinis est un micro-organisme Generally Regarded as Safe (GRAS) et donc de choix
pour une utilisation industrielle. Plusieurs brevets visent & explorer le métabolisme oléagineux
de la souche R. glutinis pour des applications essentiellement biocarburants (Tableau 4). Ainsi,
des brevets envisagent I’utilisation de la souche pour la production de protéases, d'alkyl esters

d’aspartylphenylalanine et de gamma et delta lactones (Tableau 4).
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Titre du brevet

Method for producing cacao
butter substitute

Process for preparation of
aspartylphenylalanine  alkyl

esters

Process for the production of

bio-oil from biomass

Brevets exploitant les propriétés oléagineuses de la souche :

Tableau 4 : Principaux brevets mettant en ceuvre la souche oléagineuse Rhodotorula glutinis.

Abstract

A method for producing a cacao butter substitute which comprises
cultivating a microorganism capable of producing fats and oils rich
in 1,3-disaturated-2-unsaturated-triglycerides belonging to the
genus Endomyces, Rhodotorula, Lipomyces or Rhodosporidium,
such as Endomyces vernalis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula graminis,  Rhodosporidium  toruloides,
Lipomyces starkeyi and Lipomyecs lipofer, under an aerobic
condition, collecting the cells, isolating fats and oils rich in 1,3-
disaturated-2-unsaturated-triglycerides from the cells, and
optionally subjecting the fats and oils to fractionation.

alpha -L-aspartylphenylalanine lower alkyl esters are prepared by
a process wherein fumaric acid, ammonia and a lower alkyl ester
of L-phenylalanine are contacted with a culture or treated culture
of a microorganism belonging to the genus Pseudomonas, and
being capable of producing a alpha -L-aspartyl-L-phenylalanine
lower alkyl ester from fumaric acid, ammonia and a lower alkyl
ester of L-phenylalanine.

Process for the production of bio-oil from biomass comprising: -
subjecting said biomass to acid hydrolysis in the presence of an
aqueous solution of at least one organic acid selected from alkyl-

or aryl-sulfonic acids having from C7to C20 carbon atoms,

N° de

publication

US 05/677,844

EP0074095 B1

woO
2010069516 A2

Date de Déposant

publication

28 juin 1977 = Fuji Oil Company, Ltd.

30 avr. 1986 Toyo Soda Manufacturing Co.,
Ltd.

24 juin 2010 = Eni S.P.A.
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https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=inassignee:%22Toyo+Soda+Manufacturing+Co.,+Ltd.%22
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Biofuels from lignocellulosic

resources

Rhodotorula glutinis oil genetic

engineering strain
construction  method

application thereof

and

and

or from halogenated carboxylic acids, at a temperature ranging
from 80 °C to 160 °C, obtaining a first mixture comprising a first
solid phase and a first aqueous phase; - subjecting said first mixture
to enzymatic hydrolysis, obtaining a second mixture comprising a
second solid phase and a second aqueous phase; - subjecting said
second aqueous phase to fermentation in the presence of at least
one oleaginous yeast, obtaining an aqueous suspension comprising
cells of said oleaginous yeast; - subjecting said aqueous suspension
to thermal treatment obtaining an oily phase comprising bio-
oil and a third aqueous phase. The bio-oil thus obtained can be
advantageously used in the production of biofuels.

A method comprising separating a lignocellulosic resource into a
substantially cellulosic portion and a substantially non-cellulosic
portion; and fermenting the substantially cellulosic portion to
produce microbial oil, pyrolyzing the substantially non-cellulosic
portions to produce bio-oil or fermenting the substantially
cellulosic portion to produce microbial oil and pyrolyzing the
substantially non-cellulosic portion to produce bio-oil.

The invention relates to a Rhodotorula glutinis oil genetic
engineering strain, a construction method and an application
thereof. The construction method of the genetic engineering strain
is mainly as follows: utilizing rDNA (recombinant
deoxyribonucleic acid) of Rhodotorula glutinis as a target
sequence for homologous integration, using strong promoter genes
PGK1 of Saccharomyces cerevisiae and malate dehydrogenase

genes ME of Chaetomium cochloides to construct an expression

19

EP2513261 A2

CN102796675
A

24 oct. 2012 = Honeywell International Inc

28
2012

nov.

FRFHMESERARK A X
BRAT
Nanyang Kiwi Microecological

Gene Technology Development
Co., Lt


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=inassignee:%22Honeywell+International+Inc.%22
https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=inassignee:%22%E5%8D%97%E9%98%B3%E5%A5%87%E4%BC%9F%E5%BE%AE%E7%94%9F%E6%80%81%E5%9F%BA%E5%9B%A0%E7%A7%91%E6%8A%80%E5%BC%80%E5%8F%91%E6%9C%89%E9%99%90%E5%85%AC%E5%8F%B8%22
https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=inassignee:%22%E5%8D%97%E9%98%B3%E5%A5%87%E4%BC%9F%E5%BE%AE%E7%94%9F%E6%80%81%E5%9F%BA%E5%9B%A0%E7%A7%91%E6%8A%80%E5%BC%80%E5%8F%91%E6%9C%89%E9%99%90%E5%85%AC%E5%8F%B8%22
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Production

of carotenoids in

oleaginous yeast and fungi

Methods and compositions for

producing

yeast

squalene

using

vector to be introduced into Rhodotorula glutinis, and enabling
ME genes to obtain high-efficient expression in
a Rhodotorula glutinis body, wherein the content of lipid in a
transformant is improved by 2.5 times in comparison with a wild
strain. According to the construction method disclosed by the
invention, key enzyme genes and a strong promoter for anabolism
of the lipid are introduced on the basis that the anabolism of
microbial oil is known, so that the lipid metabolism is regulated
and controlled, and the yield of oil is improved. The genetic
engineering strain can be applied to production of the microbial oil
and development of functional oil related products, such as
medicaments, health care products.

The present invention provides systems for producing engineered

oleaginous yeast or fungi that express carotenoids

Provided herein compositions and methods for producing
isoprenoids, including squalene. In certain aspects and
embodiments provided are genetically converted yeast and uses
therefore. In some aspects and embodiments, the genetically
converted yeast produce isoprenoids, preferably squalene. Also are
provided methods of producing squalene using a genetically
converted yeast or a non-genetically converted yeast. The
invention also provides squalene produced by genetically

converted yeast or non-genetically converted yeast.
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Pyrolysis oil and other
combustible compositions
from microbial biomass

Process for the production of

bio-oil from solid urban waste

Oleaginous microbial biomass is subjected to pyrolysis to make
microbial pyrolysis oil for use as a fuel or is otherwise formed into
combustible products for the generation of heat and/or light.

A process for the production of bio-oil from solid urban waste,
comprising the following steps: a) subjecting said solid urban
waste to liquefaction, obtaining a mixture including an oily phase
consisting of bio-oil, a solid phase and an aqueous phase; b)
subjecting the aqueous phase obtained in the liquefaction step a) to
fermentation, obtaining a fermented biomass; c) feeding the
fermented biomass obtained in the fermentation step b) to the
liquefaction step a). The bio-oil (or bio-crude) thus obtained can be
advantageously used in the production of biofuels which can be
used as such or mixed with other motor vehicle fuels. Alternatively,
this bio-oil (or bio-crude) can be used as such (biocombustible) or
mixed with fossil combustibles (combustible oil, coal, etc.) for the

generation of electric energy or heat.

Brevets exploitant les propriétés autres que les propriétés oléagineuses de la souche :

Acid protease and method of

preparing the same

Process for the
microbiological production of

gamma and delta lactones

An acide prtotease which is not inactivated by sodium lauryl sulfate
and is stable at 50°C, at pH 1.5 to 6.0 for two hours can be
recovered from media on which certain yeasts of the genus
Rhodotorula were cultured. It is useful in the hydrolysis of soyean
protein and of other proteins.

Process for the production of gamma- or delta-lactones according
to the general formula: (1) in which R is a saturated, mono-, di- or

triunsaturated linear alkyl chain comprising from 2 to 10 carbon
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Culturing Rhodotorula using
extract of soybeans or germs
of soybeans as nutrient and

substrate.

atoms and in which R1 is alkylene comprising 2 or 3 carbon atoms,
entailing the operation which consists in culturing, in a substrate
comprising a hydroxide or hydroperoxide of linoleic acid or of
linolenic acid, of their esters or of their glycerides, or of an oleic
acid derivative obtained by the photooxygenation of oleic acid or
autoxidation of fats which contain it, a microorganism capable of
performing beta-oxidations of said substrate.

The present invention relates to a process for preparing isoflavone
aglucone using Rhodotorula glutinis, more specifically, to a
novel Rhodotorula glutinis strain (KCCM-10172) which can be
isolated from fermented soybeans and has a good ability to convert
into isoflavone aglucone, and a process for preparing isoflavone
aglucone using the said strain which comprises culture for 30-54
hours in a condition of pH 4.0-8.0 and 25-35° C. using an extract
from soybeans or germs of soybeans as a medium and control of
content of dissolved oxygen to produce isoflavone containing

aglucone of a purity of 90% or more.

22

US6245536 B1

12 juin 2001 = Shin Dongbang Corporation


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=inassignee:%22Shin+Dongbang+Corporation%22

Etat de l’art.

1.4. Nature des lipides microbiens accumulés par Rhodotorula glutinis.

1.4.1. Les triacylglycérols.

Les lipides microbiens accumulés se trouvent majoritairement sous la forme
d’acylglycérols. Ce sont des lipides neutres résultant d’une réaction d’estérification entre des
acides gras et une molécule de glycérol (Figure 3). Il existe des mono-, di- et triacylglycérols
ou triglycérides (TAG).

CH,OH THzO-CO-Rl
CHOH + 3 Ri-COOH > THO-CO-Rz
CH20H CH,0-CO-R3

Figure 3 : Réaction de formation d’un triacylglycérol.

R1, R2 et R3 représentent des acides gras de longueur de chaine carbonée variable avec la

fonction alcool d’une molécule de glycérol.

La réaction de formation des TAG permet 1’accumulation lipidique de par la
détoxification des acides gras libres. Si les trois acides gras sont identiques, le triglycéride est
dit homogeéne ; s'ils sont différents, il est hétérogene. Le role principal des triglycérides est le
stockage de carbone et donc d’énergie : la densité énergétique spécifique des TAG est en
moyenne de 39 MJ.kg?, ce qui est du méme ordre de grandeur que le gasoil (40 MJ.kg™?) ou le
kéroséne (43.3 MJ.kg?). De méme que chez les végétaux, le profil lipidique est espéce-
dépendant, il existe donc une grande diversité et un large panel de TAG microbiens (Tableau
5):

e Globalement, chez les champignons, les levures et les bactéries, la longueur des
chaines aliphatiques est comprise entre 16 et 18 atomes de carbone, tandis que chez
les micro-algues le profil lipidique est différent, de par la présence minoritaire
d’acides gras a chaine plus courte (14 atomes de carbone) et majoritaire plus longue

(22 atomes de carbone).
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e Les acides gras majoritaires chez les levures et les champignons sont les acides
palmitique (n-hexadecanoique C16:0) et oléique (cis-9-octadécénoique, C18:1), a
I’exception de Yarrowia lipolytica qui synthétise principalement I’acide linoléique
(cis-9-12-octadecadiénoique) C18:2.

e L’acide palmitoléique (cis-9-hexadécénoique, C16:1) est trés peu accumulé chez les
algues, les levures et les champignons, il est inexistant dans la composition des huiles

végétales, alors qu’il est un constituant non négligeable dans les huiles bactériennes.

e Le profil lipidique de Rhodotorula glutinis est semblable a 1’huile de palme et proche

de I’huile d’olive qui est trés fortement centré autour du composé majoritaire C18:1.

e Le profil lipidique de Yarrowia lipolitica est quant a lui proche de celui de 1’huile de

soja.
En conclusion, par sa grande capacité d’accumulation (72%) et son profil lipidique centré,

Rhodotorula glutinis est une levure oléagineuse d’intérét et un potentiel candidat pour une

production a échelle industrielle.
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Tableau 5 : Composition en acides gras totaux des lipides accumulés chez les principaux micro-organismes lipogénes (T : traces) comparées aux principales huiles

végétales.
Micro-organisme %C16:0 %C16:1 %C18:0 9%C18:1 %C18:2 9%C18:3 autres Références
Micro-algues
Crypthecodinium cohnii 16 1 - 21 1 C14:0:16% Ratledge et al., 2002
C22:6:40%
Schizochytrium limacinum 56 - 1 - - - C14:0: 4% Yokochi et al., 1998, d’aprés Ratledge et al., 2002
C22:6 : 30%
Bactéries
Arthrobacter AK19 30 14 6 30 T T Wayman et al., 1984
D’apres Boulton et Ratledge, 1985.
Champignons filamenteux
Cunninghamella japonica 16 - 14 48 14 8 Ratledge et al., 2002
Mortiella alpina 19 - 8 28 9 8 20:4: 21% Ratledge et al., 2002
Levures
Lipomyces starkei 34 6 5 51 3 - Ratledge et al., 2002
Rhodotorula glutinis 37 1 3 47 8 - Ratledge et al., 2002
Yarrowia lipolytica 11 6 1 28 51 1 Ratledge et al., 2002
Huiles végétales
Huile de palme 39,3-47,5 - 3,5-6 36 -44 9-12 T CODEX STAN 210-1999
Huile de colza 1,5-6,0 - 05-31 8-60 11-23 5-13 CODEX STAN 210-1999
Huile d’olive 10,5 - 3 70 6,5 0,5 Site de I’ANSES (Ansespro.fr)
Huile de soja 8-135 - 2-55 17 -30 48-59  45-11 CODEX STAN 210-1999
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1.4.2. Les caroténoides.

Outre I’accumulation de TAG Rhodotorula glutinis a pour particularité la synthese de
de caroténoides, molécules lipidiques appartenant a la famille des terpenes. Cette famille de
pigments naturels de couleur jaune a rouge dérivés de 1’isopreéne se compose de longues chaines
carbonées de 40 atomes de carbones contenant une & quinze doubles liaisons. Les principaux
caroténoides sont les caroténes (B-caroténe et toruléne) et les xantophylles (astaxanthin and

canthaxanthine) (Figure 4).

]
s ~ OH
& 5 % " 4 /L/\ /L I
N : e Pﬁl/“}y R \./Q:,r’ﬁ/% \TA. 2
e ) h Hy HO/\YJ\
CHy °
a
\ /

AV VA VS Ve ] A VS VS Y% "

Figure 4 : Molécules de caroténes (a) B-caroténe et b) torulene) et de xantophylles (c)

astaxanthin and d) canthaxanthine) (Mata Gomez et al., 2014).

Rhodotorula glutinis synthétise principalement du B-caroténe (25-43% des caroténoides
totaux) et du torulene (28 a 30% des caroténoides totaux). Les meilleurs résultats obtenus, a
savoir 630mg caroténoides totaux-gcow —, sont issus d’une culture de 120h en mode batch avec pour

seule source carbonée du mout de raisin (Buzzini et Martini, 1999, Buzzini et al., 2001).

2. Métabolisme d’accumulation de substances carbonées de réserves de la

levure oléagineuse Rhodotorula glutinis.
2.1. L’accumulation de lipides.

2.1.1. Biochimie et steechiométrie de la synthése des acides gras et des triglycérides.

La biosynthése des acides gras chez les levures se fait selon les deux principales étapes
suivantes : la génération d’acétyl-CoA, la synthese de malonyl-CoA puis sa conversion en acide

gras.

26



Etat de l'art.

2.1.1.1. Synthese d’acétyl Co-A

L’acétyl-CoA provient essentiellement du citrate. Le citrate, formé dans la mitochondrie,
est alors exporté vers le cytosol et transformeé en acétyl-CoA et en oxaloacétate grace a I’ATP
Citrate Lyase (ACL), enzyme clé des microorganismes oléagineux. L.’oxaloacétate est ensuite
décarboxylé en malate par la malate déshydrogénase et retourne ainsi vers la mitochondrie via

la citrate/malate translocase.

==
pyruvate o >pyruvate
Ll Co, gz@
N Pyruvate HS-CoA
% décarboxylase Q= 38 NAD*
L
L 8 oxaloacétate NADH +H*
d o Malate O CO,
~ 9 @m%e\ NADH +H* %%@ Acétyl-CoA
U T Enzyme malique =9
n malate NAD* %%
< NADPH,H- NADP,H* * O
écoz | | itrat 2e25 citrate Sitrate
— citrate :7 \g Citrate synthase
q5fis)
15 |
o
Acétyl-CoA 32 )
oxaloacétate & § oxaloacétate
g Malate Z
déshydiggénase
malate malate
Acyl-CoA

Figure 5 : Synthése de I’acétyl-CoA, production de pouvoir réducteur et cycle citrate/malate (Ratledge,
2002; Wynn et al., 1999)

Une voie alternative de synthése de I’acétyl-CoA pourrait également provenir de la -
oxydation de par la dégradation d’acides gras et des lipides membranaires dans un processus

d’autophagie propre aux organismes oléagineux (Zhu et al., 2012).
2.1.1.2. Synthese du malonyl-CoA via [’acétyl-CoA carboxylase.

La premiere étape de la synthese des acides gras fait intervenir I’acétyl-CoA carboxylase

(ACC) qui catalyse la synthése de malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA, de carbonate et d’une
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molécule d’ATP. Cette enzyme se trouve dans le cytoplasme, les mitochondries et les
peroxysomes et est biotine dépendante. Le magnésium est un catalyseur de la réaction. Cette
étape est considérée par certains auteurs comme 1’étape limitante de la synthése d’acides gras

(Goodridge et al., 1991).

Chez S. cerevisiae, 1’acétyl-CoA carboxylase est une protéine de 2233 acides aminés
d’un poids moléculaire de 250 kDa (Alfeel et al. 1993). Chez Rhodosporidium toruloides elle
est codée par le géne ACC1. Chez la souche oléagineuse Candida 107, I’enzyme est activée par
la présence d’acides tricarboxyliques comme le citrate permettant 1’agrégation des monomeres
en un complexe multifonctionnel de 7 a 10.10° Daltons (Vance and Vance, 1991, Hall et al.,
1977). Les dérivés d’acyl-CoA sont des inhibiteurs potentiels. L’enzyme est régulée par
phosphorylation. Une protéine kinase A phosphoryle et active une kinase-kinase qui
phosphoryle une « AMP-activated kinase » qui elle-méme phosphoryle I’ACC (Chirala et al.
1992). Plus I’ACC est phosphorylée, plus elle est sensible a I’inhibition induite par les acyl-
CoA. Cette enzyme possede deux sites catalytiques distincts : I’activité biotine carboxylase et

I’activité carboxyl transférase. Au final, la réaction catalysée peut s’écrire selon 1’équationl.

Acétyl-CoA + HCOs + ATP = malonyl-CoA + ADP +Pi (Equation 1)

Le malonyl-CoA ainsi formé va alors entrer dans la chaine de synthése des acides gras.

2.1.1.3. Synthese et élongation des chaines d’acides gras.

La formation d’une chaine d’acide gras résulte de la condensation d’un malonyl-CoA
sur un résidu acyl préexistant (Figure 6). Cette réaction est catalysée par un complexe
multienzymatique, 1’acide gras synthétase (ou Fatty acid synthase soit FAS). Il existe deux
types d’acide gras synthétase : le complexe multi-enzymatique cytosolique de type | et le
systeme dissocié mitochondrial de type Il (Zhu et al., 2012, Tehlivets et al., 2007) .

Chez les champignons, les FAS sont généralement composés de huit domaines distincts
et organisés en deux sous-unités ou en un seul polypeptide (Jenni et al., 2007). R. toroloides
posséde une FAS particuliére comparativement aux autres champignons. Elle est en effet
composee de deux sous-unités : la sous-unité B porte les activités acétyl-transférase et énoyl-

réductase (contre les fonctions suivantes chez les autres champignons : acyl-carrier-protein, 3-
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cétoréductase, 3-cétosynthase et phosphopantéthéine transférase) et la sous-unité o porte

I’ensemble des autres activités (Zhu et al., 2012).

La FAS mitochondriale (type II) porte les activités enzymatiques sur des polypeptides
distincts. La protéine Acpl (Acyl-carrier-protein) porte le groupe prosthétique
phosphopantéthéine. Chez R. toruloides, deux séquences identiques entre elles et a celles des
autres champignons codants pour des protéines Acp ont €té identifiées (Zhu et al 2012). Ainsi,
la FAS 2 de R. toruloides contient deux Acp. Etant donné le réle-clé des Acp dans le transport
des chaines d’acides gras en cours d’¢élongation, la présence d’un tandem pourrait augmenter
I’efficacité de cette biosynthése. Par ailleurs, la protéine Caml porte 1’activité f-céto-ACP-
synthase et la protéine Oarl porte D’activité 3-oxoacyl-ACP-réductase. L’activité 3-
hydroxyacyl-thioester-déshydratase est portée par la protéine Htd2 et I’activité énoyl-ACP-
réductase par la protéine Etrl. La protéine Ppt2 fonctionne comme une transférase
phosphopantéthéine ; elle catalyse I’attachement du groupe prothétique phosphopantéthéine sur
I’Acp (Zhu et al.,2012).

Les expressions des genes FAS1, FAS2, et ACCL1 sont régulées de maniére coordonnée.
L’expression de la FAS serait régulée par le méme promoteur que celui impliqué dans la
synthése des phospholipides et serait ainsi activée lors d’une limitation cellulaire en inositol et

en choline (inositol/choline-response element) (Schiiller et al., 1992 ; Chirala et al., 1992).
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Figure 6 : Cycle d’élongation d’une chaine d’acide gras.

Un acyl-CoA est condensé a un malonyl-CoA pour former un 3-cétoacyl-CoA qui est réduit en
3-hydroxy-acyl-CoA. Ce dernier est déshydraté en trans-A2-énoyl-CoA puis réduit en acyl-
CoA dont la chaine comporte deux carbones de plus. A chaque cycle, une molécule de CO; et
d’H20 sont produites et deux molécules de NADPH sont oxydées. Le cycle est répété jusqu’a

atteindre le nombre final de carbone de I’acide gras synthétisé.

La synthese des chaines d’acide gras peut €tre divisée en 5 étapes distinctes composant
un cycle de condensation (Figure 6). L’acétate et le malonate sont transférés du CoA-SH sur la
protéine porteuse d’acyle (Acp). La synthase ajoute deux carbones a 1’acide gras en produisant
une molécule de COz et un acide gras a deux carbones supplémentaires. Le groupe -cétonique
produit par cette condensation est ensuite éliminé par deux réductions et une déshydratation.
Chaque cycle ajoute deux carbones a la chaine aliphatique. L’élongation dépend de la présence
de malonyl-CoA, de NADPH et d’acides gras activés a longue ou moyenne chaine (Dittrich et
al., 1998). L’¢longation s’arréte en général aprés 7 ou 8 cycles. Ainsi, la majorité des acides
gras synthétisés sont le palmitate (16 atomes de carbone) et le stéarate (18 atomes de carbone).
L’acide gras néosynthétis¢ est libéré du complexe FAS par hydrolyse via 1’action d’une

thioestérase ou par transfert d’un groupement acyl (Equation2).

stéaroyl-S-FAS + HS-CoA = stéaroyl-S-CoA + HS-FAS (Equation 2)
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L’¢longation au-dela de 18 carbones se déroule dans le cytosol ou sur les membranes
respectives du réticulum endoplasmique ou de la mitochondrie. Dans ce cas, les réactions sont

identiques a celles réalisées par 1’acide gras synthétase.

L’arrét de 1’¢longation peut dépendre du rapport des concentrations intracellulaires en
acétyl-CoA et malonyl-CoA, qui est lui-méme fonction des activités acétyl-CoA synthétase et
acetyl-CoA carboxylase (Granger, 1992). Si le malonyl-CoA est présent en grande quantité, les
chaines d’acides gras seront plus longues. Au contraire, lorsque le rapport acétyl-CoA/malonyl
CoA est supérieur a 0,1 et que Iactivité acétyl-COA transacylase est élevée, la majorité des
acides gras synthétises ont une longueur de chaine inférieure a 14 carbones. Il est aussi possible
que P’arrét précoce de I’élongation des chaines soit dii a I’action d’une seconde thioestérase qui
hydrolyse sélectivement les chaines d’acide gras de longueur moyenne (Wakil et al., 1983).
D’autre part, I’acide gras synthétase est inhibée par les acides gras a longue chaine (Tehlivets
et Scheuringer, 2007). L’équation 3 représente le bilan de 1’action de la FAS (Davies et
Holdsworth, 1990).

acétyl-CoA+ 7 malonyl-CoA + 14 NADPH,H+ - palmitoyl-CoA + 7 CO2 + 14 NADP + 7 CoA-SH + 6
H20 (Equation 3)

Ainsi, le cot en pouvoir réducteur est de deux moles de NADPH a chaque incorporation
d’une mole d’acétyl-CoA. La synthése d’une mole d’acide gras a 18 carbones utilise ainsi 16
moles de NADPH. La réaction majoritaire productrice de NADPH,H* semble étre celle
catalysée par I’enzyme malique, réaction incorporée dans le cycle de transhydrogénation du

NADH (Equation 4).

malate + NADP = pyruvate + CO2 + NADPH (Equation 4)

La provenance du malate cytoplasmique est liée a la glycolyse produisant du pyruvate
qui est alors carboxylé en oxaloacétate lui-méme transformé en malate, tandis que le malate
issu du citrate via le cycle de Krebs est équimolairement utilisé pour la translocation du citrate
(Figure 5).
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2.1.1.4. La désaturation.

Les acides gras néosynthétisés sont insaturés. Quand elle a lieu, la désaturation se
déroule a I’issue de I’étape de synthése de 1’acide gras. Celui-ci est séquentiellement désature
a partir de la position A9 puis A12 et enfin parfois en position A15 (Moreton et al., 1985). Les
levures disposent d’enzymes spécifiques de désaturation permettant la production d’acides gras
mono et polyinsaturés. Les désaturases sont des acyl-CoA désaturases, protéines hydrophobes
ancrees dans la membrane du réticulum endoplasmique, au niveau des microsomes (Holloway
and Katz, 1972). L’acyl-CoA désaturase, via une réaction d’oxydation stéréo-
specifique, introduit une liaison insaturée a un emplacement précis dans un acide gras qui est
lié¢ a un Coenzyme-A. Cette réaction consomme une molécule d’oxygene, deux électrons et des
coenzymes réduits (Figure 7). Elles sont codées par les genes OLE1 et OLE2 chez S. cerevisiae
(Stukey et al., 1989 ; Stukey et al., 1990). La régulation de ces genes est liée a la présence
d’acides gras qui, saturés, ont un effet faiblement activateur et, insaturés, un effet fortement

inhibiteur (Mc Donough et al., 1992).

0O,
Stéaroyl-CoA Enzyme réduite NADH,H*
, Systéme
Desaturase transporteur
Fe2*/Fedt d’électrons
oléoyl-CoA Enzyme oxydée NAD*
2H,0

Figure 7: Schéma représentant le systéme de désaturation aerobie et localisation de la cis-élimination des
deux atomes d’hydrogéne sur la chaine d’acide stéarique. (Moreton et al., 1985 ; Holloway and Katz,
1972)

Le cytochrome b5 est le donneur d’¢lectrons. La désaturase accepte les électrons provenant
d’un systéme transporteur d’électrons composé¢ de 1’association du cytochrome b5 et de
I’enzyme NADH-dépendant cytochrome b5 réductase dont un ion ferrique constitue le centre
catalytique (Holloway et al., 1972).

Chez les levures, le résidu oléoyl est tout d’abord transféré de I’ACP ou du coenzyme
A sur un phospholipide, généralement la phosphatidylcholine ou dans une moindre mesure la
phosphatidyléthanolamine, afin que la désaturation de la chaine puisse se poursuivre (Ferrante
et Kates, 1983, Ratledge, 2004) (Figure 8).
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Figure 8: voies de synthése possibles des acides gras a longue chaine et polyinsaturés chez la levure
(Ferrante et Kates, 1983, Ratledge, 2004).

2.1.1.5. Synthese des triacylglycérols.

La synthése de TAG se fait, chez la levure, a partir d’acyl-CoA. Les acyl-CoA peuvent
étre utilisés dans la voie de synthese des lipides selon trois voies : celle des esters de stérol,
celle des phospholipides qui consistent en une molécule de glycérol estérifiée avec deux acides
gras et un phosphate et celle des triglycérides (TAG) qui se composent d’'une molécule de
glycerol portant sur chacune des trois fonctions hydroxyle un acide gras. La comparaison
lipidomique et génomique entre Y. lipolytica - levure oléagineuse - et S. cerevisiae indique que
le métabolisme de 1’acétyl-CoA chez les souches oléagineuses est davantage dirigé vers la
formation de triglycérides (Beopoulos et al., 2008). Le stockage des acides gras sous forme de
triglycérides permet une accumulation importante non toxique pour la cellule. Chez la plupart
des micro-organismes, les TAG sont synthétisés par la voie directe du glycérol (Figure 9). Les
acyl-CoA produits sont estérifiés avec une molécule de glycérol-3-phosphate en triglycérides
grace a ’action d’acyltransférases spécifiques des positions réactionnelles sur le glycérol

(Ratledge et al., 1987).
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Figure 9 : Voie de synthése des triacylglycérols, ou voie de Kennedy, chez Rhodosporidium toruloides.

2.1.2. Le mécanisme de I’accumulation lipidique

2.1.2.1. L’induction du métabolisme d’accumulation

L’accumulation lipidique est déclenchée par un changement du métabolisme du

microorganisme, sous 1’effet de limitations ou de carences nutritionnelles associées a un apport

de carbone suffisant. C’est ainsi qu’une limitation ou une carence en azote du milieu de culture

du microorganisme oléagineux induit des réactions aboutissant a la surproduction d’acétyl-CoA
(Hall et al., 1977 ; Briffaud et Engasser, 1979 ; Boulton et Ratledge, 1981 ; Davies et
Holdsworth, 1990 ; Moresi et al., 1994 ; Anastassiadis et Rehm, 2005) (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanisme d’induction de ’accumulation de lipides chez les levures oléagineuses.

Lors de la limitation en azote, il y a augmentation de I’activit¢ de 1’adénosine

monophosphate (AMP) désaminase qui catalyse la réaction décrite par I’équation 5.

AMP-> inosine 5’-monophosphate + NH4* (Equation 5).

Ainsi, ’augmentation d’activité de cette enzyme entraine une baisse de la concentration
en AMP dans le cytosol et dans la mitochondrie avec également une augmentation de la
concentration en ion ammonium (Boulton et Ratledge 1981). La diminution de la concentration
en AMP dans la mitochondrie stoppe 1’activité de 1’isocitrate déshydrogénase. Ce phénomene
s’explique soit par le fait que cette enzyme est strictement dépendante de la présence d’AMP,
soit parce que ’accumulation de NH4" diminuerait 1’effet de rétro-inhibition du citrate sur la
phosphofructokinase autorisant un flux illimité de carbone a travers la glycolyse (Habison et
al., 1979 ; Kubicek et Rohr, 1980). De ce fait I’isocitrate ne peut plus étre catabolisé ; il
s’accumule et s’équilibre avec ’acide citrique (action de 1’enzyme aconitase). Le citrate
s’accumule alors dans la mitochondrie. Les mitochondries des levures oléagineuses sont

reconnues comme possédant une concentration en citrate de trois a quatre fois supérieure par
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rapport aux levures non oléagineuses, ce qui permet ensuite la mise en place du métabolisme
d’accumulation des lipides selon les étapes décrites ci-dessus (cf. paragraphe 2.1.1. ) (Evans et
al., 1983).

Outre I’induction de la biosynthése lipidique, il est important de souligner qu’une
limitation ou une carence en azote induit une réponse métabolique plus globale, touchant le
métabolisme central. En particulier, on observe I’induction de 1’autophagie par I’inactivation
du complexe Target Of Rapamycin (TOR), impliqué dans la croissance cellulaire et dans la
régulation du métabolisme, la modification des phénomenes de transport, la surexpression des
perméases de I’ammonium et des acides aminés, la surexpression des génes impliqués dans le
métabolisme de 1’azote (en particulier les séquences codant la glutamate déshydrogénase, la
glutamine synthase et la glutamate synthase et les séquences des genes codant pour la
dégradation de I’urée et de 1’urate) alors que parallelement la synthése de macromolécules et le
métabolisme cellulaire sont ralentis (Zhu et al., 2012, Wullschleger et al., 2006). L’analyse
transcriptomique et protéomique de R. toruloides a plus spécifiquement révélé la surexpression
des génes codant la protéine Fas et la surexpression des génes impliqués dans la synthese des
isoprénoides, d’ou la synthése accrue de f-caroténoides responsable de la couleur rose des
cultures. D’une maniére plus surprenante, les génes impliqués dans les voies de dégradation des
lipides sont aussi surexprimés (lipolyse, B-oxydation, shunt glyoxylate), peut-étre du fait de leur
role dans le phénomene d’autophagie. Par ailleurs, la synthése de certains enzymes impliquées

dans la glycolyse est inhibée (Zhu et al., 2012).

2.1.2.2. Facteurs influengant I’accumulation lipidique.
Les limitations nutritionnelles

Bien que la limitation ou la carence en azote soit la plus connue et donc la plus étudiée
pour la synthése lipidique, d’autres éléments peuvent avoir un effet similaire. Ainsi, par
exemple, I’effet de la carence en phosphore, zinc ou fer a été testé sur la production de lipides
d’une souche de Rhodotorula glutinis sur substrat glucose (Granger et al., 1993). Bien que le
métabolisme lipidique soit initié¢ lors de I’ensemble des carences testées, il en ressort que les
meilleurs rendements apparents de conversion du sucre en lipides sont observés lors d’une

limitation en azote (Tableau 6).
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Tableau 6: Performance d’accumulation lipidique (teneur en lipides et rendement) suivant différentes

limitations nutritionnelles chez R. glutinis (Granger, 1992).

Limitation % lipide [giip.gx'] Rendement maximum [Mgiip.ggiu™*]

‘Azote  311% 139.0
Zinc 6.1% 334
Fer 23.3% 104.5
Phosphore 18.2% 97.5

Certains auteurs ont étudié I’influence du degré de limitation en azote, défini par le ratio
entre le carbone et I’azote apportés lors de la culture. Tout d’abord, la concentration critique en
azote extracellulaire en dessous de laquelle la levure R. glutinis semble étre en limitation est de
0.02 g/L (Papanikolaou et al., 1998). Par ailleurs, d’aprés Granger (Granger, 1992)
I’accumulation lipidique est maximale quand le ratio C/N initial pour une culture en mode batch
est proche de 80 Qgiucose.OnH3 L. Mais ce résultat obtenu est en mode batch c’est a dire sans
contrble du flux d’apport en carbone. En mode fed-batch, la productivité semble dépendre du
RNR : le Relative Nitrogen Rate, est défini comme le rapport entre la vitesse spécifique de

consommation de I"azote et sa valeur maximale : RNR = —N_ Lorsque la vitesse spécifique

Nmax

de consommation de I’azote est controlée par 1’apport limitant en azote, le RNR est synonyme
d’un degré de limitation en azote imposé par le flux d’azote. L’évolution de la vitesse spécifique
et du rendement de production de lipides en fonction du RNR permet d’identifier des intervalles
de degré de limitation d’azote les plus propices a I’accumulation de lipides (Cescut, 2010). La
valeur maximale de la vitesse spécifique d’accumulation de lipides apparait pour un RNR voisin
de 14% avec une valeur maximale de 0.066 Cmolii,.Cmolx~1.h". Cependant, dans de telles
conditions, la vitesse spécifique d’accumulation de lipides chute rapidement apres quelques
heures (3h en moyenne), Ce phénoméne est probablement 1li¢ a I’incapacité pour la cellule

d’assurer une synthése protéique nécessaire au maintien de 1’activité synthese / stockage de
lipides (Cescut, 2010).

La concentration en oxygéne dissous

R. glutinis étant une levure aérobie stricte, I’ensemble de son fonctionnement est affecté
lorsqu’elle se trouve en limitation en oxygéne. Les résultats présentés dans le Tableau 7 mettent

en évidence I’'impact de la concentration en oxygene dissous sur le taux de croissance et le
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rendement apparent de conversion du glucose en biomasse (Granger, 1992) lors de la culture

de R. glutinis.

Tableau 7: Valeurs moyennes du taux spécifique de croissance et du rendement de conversion du glucose

en biomasse observables avec R. glutinis avec différentes concentrations en oxygéne dissous en réacteur
agité glucose initial a 50g.L™?, T : 30°C, pH 5.5 (Granger, 1992).
[O2]dissous [%0] V) [hl] Rsix [CmO|X.CmO|qu'1]

0.4<[02]dissous <12 0056 042

Ces résultats montrent I’importance de controler la concentration en oxygene dissous
afin de cultiver la souche dans un environnement non limitant en oxygeéne c’est-a-dire avec une

concentration en oxygéne dissous supérieure a 20%.

Le pH

La croissance de R. glutinis est optimale dans un intervalle de pH compris entre 5,0 et
5,5 (Granger, 1992). L’impact du pH sur les vitesses et les rendements d’accumulation lipidique
et sur le profil des lipides obtenus chez Rhodotorula glutinis a été mis en évidence (Johnson et
al., 1992, Granger, 1992) (Tableaux 8, 9, 10 et 22). Ainsi, la vitesse de synthése des acides gras
et le rendement de conversion du glucose en acides gras semblent étre maximaux pour un pH
de 5.5. Le rendement carbone semble augmenter avec le pH, jusqu’a la valeur de 0.55 g.g™
atteinte pour un pH de 7 ; au-dela, la croissance et la production sont inhibées. La vitesse de
production croit également avec le pH jusqu'a la valeur-pallier de 5.5 ou elle atteint un

maximum de 0.28 mg.gxt.h L,
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Tableau 8 : Influence du pH sur les vitesses spécifiques de synthése des AG et sur le rendement de

conversion du glucose en AG en réacteur agité glucose initial a 50g.L%, T : 30°C, pH 5.5 (Granger, 1992)

pH Vitesse de synthése des acides gras  Rsix

(mg.g<t.h) (9.9
3 0.22 0.4
4 0.25 0.46
55 0.28 0.55
7 0.20 0.55
8 0 0

Le pH ne semble pas impacter le profil lipidique : le composé majoritaire demeure
I’acide oléique (environ 40%), pour un pH compris entre 3 et 6. Une acidification augmente

cependant la proportion d’ergostérol qui passe de 3 a 12% pour un pH variant de 6 a 3 (Tableau
9).

Tableau 9 : Profil en acides gras et teneur en ergostérol de la souche Rhodotorula glutinis pour différents
pH (Johnson et al., 1992)

Ergosterol
3 0.9 25.5 8.1 39.7 18.4 3.3 11.7
4 11 21.7 7.1 43.1 18.0 3.8 6.2
5 15 315 6.4 40.1 17.2 31 4.6
6 12 27.8 5.3 40.8 194 4.3 2.9

Les rendements et vitesse de synthése des acides gras polyinsaturés (AGPI) sont trés
semblables pour des pH allant de 3 a 5.5, ils connaissent par contre une diminution pour un pH

supérieur a 5.5 (tableau 10).

Tableau 10 : Influence du pH sur les vitesses spécifiques de synthése des acides gras polyinsaturés

(AGPI) et sur le rendement de conversion du glucose en AGPI (Granger, 1992).
Vitesse de synthése des AGPI

(mg.gxt.ht)
3 0.15 0.28
4 0.17 0.28
515 0.15 0.28
7 0.10 0.26
8 0 0
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La vitesse de synthése de I’acide a-linoléique (AAL) ou C18:3 et le rendement sont constants
pour un pH compris entre 3 et 8, avec un petit pic de 0.07 mg.gxt.h? et 0,12 g.g a pH 4
(Tableau 11).

Tableau 11 : Influence du pH sur les vitesses spécifiques de synthese des AAL et sur le rendement de

conversion du glucose en AAL (Granger, 1992).

Vitesse de synthése de I’acide a-linoléique

(mg.gxt.h?)
3 0.06 0.11
4 0.07 0.12
5.5 0.06 0.11
7 0.05 0.12
8 0 0
La température

La température est un parametre clé dans 1’accumulation lipidique puisqu’elle influence
a lafois la productivité de I’accumulation lipidique et le profil des acides gras accumulés. Ainsi,
la productivité en acide a-linolénique par Rhodotorula glutinis est maximale & 15°C (6.4 .10
Cmolcis 3.Ltht) et diminue avec la température (3.9.10* Cmolcis:s.Lth™) & 30°C. Toutefois
les acides gras saturés et monoinsaturés et triglycérides associés subissent une baisse de
productivité importante (au moins -40%) (Granger et al., 1993). Par ailleurs, la température
semble influencer la longueur des chaines aliphatiques des acides gras en modifiant 1’activité
des élongases. Chez R. minuta, une augmentation de la température de 30 a 32°C entraine une

diminution des longueurs de chaine (Saxena et al., 1998).

Selon Suutari (Suutari et al., 1990), les levures « s’adaptent » aux changements de
températures. Ces travaux concernent les changements de compositions des acides gras des
souches Candida oleophila, Candida utilis, Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium toruloides et
Saccharomyces cerevisiae pour des températures d’incubation inférieures a 20°C et supérieures
a 26°C. Les résultats de ces expérimentations démontrent que les mécanismes d’adaptation
portant sur les acides gras varient en fonction des souches. Pour S. cerevisiae, C. oleophila, C.
utilis et L. starkeyi la réponse a une modification de la température est un changement du
nombre moyen de carbone des acides gras.
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2.1.3. Le stockage des substances lipidiques

Les lipides neutres sont accumulés et stockés dans des organelles dérivés du réticulum
endoplasmique appelés particules lipidiques (LP), gouttelettes lipidiques ou corps lipidiques
(Figure 11). Les LP, qui ont récemment acquis le statut d’organelle, ne sont pas un simple
compartiment de stockage, mais une structure dynamique qui participe activement au maintien

de I’homéostasie lipidique.

Figure 11 : Photographie de Rhodotorula glutinis au microscope optique (OLYMPUS BH2, Japon)

2.1.3.1. Nature et composition des gouttelettes lipidiques

Les LP referment un noyau hydrophobe de lipides neutres isolé du cytoplasme par une
monocouche de phospholipides dans laquelle s’insérent des protéines. Il a ét€ montré chez S.
cerevisiae que le protéome et le lipidome des LP répondent aux conditions environnementales
et nutritionnelles. Il existe cependant une composition de base indépendante de ces conditions.
Les protéines présentes dans la membrane du corps lipidique (49 a 81 protéines identifiées)
seraient des protéines impliquées essentiellement dans le métabolisme des lipides et le transport
cellulaire (Tableau 12). Ces protéines contribuent a 1’activation des acides gras, a la synthése
de triacylglycérols et a leur dégradation (Sorger and Daum, 2002, Athenstaedt et al., 1999, Marr
et al., 2012). Ainsi, la composition lipoprotéique des corps lipidiques posséderait un role
déterminant voire aussi important que la composition des lipides intrinséques dans le

fonctionnement de la cellule lors d’une phase d’accumulation de lipides.
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Tableau 12 : Principales protéines des particules lipidiques et génes les codant identifiés chez

Saccharomyces cerevisiae (Athenstaedt et al., 1999)

Nom du géne ou Fonction de la protéine Masse
de ’ORF moléculaire
(g.mol?)
FAAl Ligase pour les longues chaines d’acides gras 77,866
FAT1 Activatrice des trés longues chaines d’acides gras; protéine de 71,700
transport des longues chaines d’acides gras.
FAA4 Ligase longue chaine d’acide gras Co-A 77,267
ERG7 Lanosterol synthase 83,318
YMR31313c Inconnue 73,612
TGL1 Lipase TAG 62,979
ERG1 Epoxidase squalene 55,120
YBR177c Famille UFP0O07 (non caracterisee) ; homologue faible d’un potentiel = 51,255
récepteur membranaire
YORO059c Site actif lipase serine 51,114
YIM1 Homologue de la protéase de la membrane interne mitochondriale 41,651
ERG6 Sterol-A%*-metyltransferase 43,421
YDL193w Homologue faible de la protéine canal du Ca2* 42,555
TDH1 GADPH 35,619
TDH2 GADPH 35,715
TDH3 GADPH 35,615
YJU3 Lysophospholipase 35,549
YIM4 Oxidoreductase 32,822
YKRO0456 inconnue 31,246

2.1.3.2. Mécanisme de formation des gouttelettes lipidiques.

Le mécanisme de formation des particules lipidiques (LP) fait partie du domaine de la
recherche actuelle, bien que de récents progres aient permis de donner des indications quant au
déroulement de ce mécanisme. Un modéle de biogenese des corps lipidiques propose que les
enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides accumulent des domaines spécifiques dans
le réticulum endoplasmique, favorisant ainsi la biosynthese des lipides neutres dans ces régions.
Des microgouttelettes, précurseurs des corps lipidiques, sont formées entre les deux feuillets de
la double couche du réticulum endoplasmique. Apreés avoir atteint une taille suffisante, les corps
lipidiques matures, chargés des protéines qui ont perdu leur domaine transmembranaire, se
détachent du réticulum endoplasmique et bourgeonnent (Czabany et al. 2007). Il a par ailleurs

ét¢ montré que ’accumulation de LP est induite par la présence de I’enzyme glycérol-3-
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phosphate-acyltransférase, étant donné que des micro-organismes délétés des genes codant
cette protéine perdent leur capacité a former des corps lipidiques. Cette enzyme est impliquée
dans la premiére étape de la synthése des TAG. Elle catalyse le transfert d’un acide gras activé
sur la position sn-1 du glycérol-3-phosphate pour produire 1’acide lysophosphatidique (Figure
9). Cette protéine est codée par les paires de génes suivants : GATP1/GPT2 et GAT2/SCT1,
identifiés chez S. cerevisiae, elle existe donc sous deux isoformes dont le r6le dans la formation
de particule lipidique serait fonction de I’environnement selon le modele proposé par Marr et
al. (Figure 12). Ainsi, le modele propose un réle différent pour Gatlp et Gat2p dans la synthese
des TAG et des LP en fonction de la nature de 1’acide gras synthétisé (palmitate ou oléate) et
de la présence ou non de glucose. L’absolue dépendance de la Gatlp en présence d’oléate pour
la formation de LP a été mise en évidence en condition de croissance, tandis que le deuxieme
modele, hypothétique, repose sur le fait que Gat2p est davantage impliquée pendant la phase

stationnaire (Marr et al., 2012).

Conditions de croissance Phase stationnaire
Glycérol-3-phosphate Glycérol-3-phosphate
| C16-CoA — C18-CoA
CoA< |, ~ CoA - CoA
Acide lysophosphatidique Acide lysophosphatidique
Monoacylglycérol Monoacylglycérol
Diacylglycérol Diacylglycérol
Triacylglycérol Triacylglycérol

Figure 12 : Role des sous-unités de la glycérol-3-phosphate-acyltransférase, en fonction de

I’environnement, dans la formation des particules lipidiques (Marr et al., 2012).
2.2. L’accumulation de polysaccharides

L’accumulation de polysaccharides est un phénomene bien étudié chez la levure
Saccharomyces cerevisiae. Plusieurs causes peuvent étre a I’origine de son induction, parmi
lesquelles une limitation nutritionnelle (Bocharova et al. 1975). Bien que ce phénomene soit

tres peu caractérisé chez les levures oléagineuses, la capacité de R. glutinis a accumuler des
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sucres de réserve a toutefois été mise en évidence, en culture liquide ou encore lors de sa
conservation sur boite de Pétri a 4°C (Berthe et al.1981, Gabier et al., 2005).

Par ailleurs, chez Rhodotorula glutinis et Yarrowia lipolytica on observe la synthése
transitoire de polysaccharides lors la phase transitoire précédant 1’accumulation de lipides qui
est suivie d’une phase de reconsommation des polysaccharides au profit de 1’accumulation
lipidique (Cescut, 2009, Cescut et al., 2014). D’une maniére similaire, chez S. cerevisiae une
limitation nutritionnelle en azote ou en phosphore provoque une accumulation de tréhalose et
de glycogene (Bocharova et al. 1975). Cependant, I’accumulation de ces polysaccharides est
maintenue pendant toute la limitation nutritionnelle chez S. cerevisiae (Lillie, 1980) alors
qu’elle demeure transitoire chez R. glutinis et Y. lipolytica, probablement de par I’effet de la
limitation en carbone appliquée lors de la phase d’accumulation lipidique (Granger, 1993 ;
Cescut, 2009). Une limitation nutritionnelle doublée d’une limitation en carbone chez S.
cerevisiae en mode oxydatif entrainerait probablement une reconsommation de ces substances

de réserve.

Evans et Ratledge ont mis en évidence ’interrelation entre la synthése de lipides et de
polysaccharides chez Rhodosporidium toruloides : en fonction de la source d’azote utilisée dans
une culture en mode batch, une fois la limitation mise en place, la composition
macromoléculaire différe. Ainsi, le chlorure d’ammonium favoriserait 1’accumulation de
polysaccharide au détriment des lipides, et vice-versa pour le glutamate (Evans et Ratledge,
1984). D’une manicre générale, la diminution de 1’apport en azote limite les capacités de la
levure a synthétiser les protéines et I’ARN nécessaires a la formation de biomasse catalytique
et dérégule les enzymes participant a la glycolyse (Anastassiadis and Rehm 2006, Zhu et al.,
2012). Cette dérégulation associée a un ralentissement de 1’assimilation du carbone vers la
biomasse catalytique engendre une réorientation non controlée du carbone passant par la

glycolyse, qui pourrait expliquer, a court terme, un overflow vers la synthese polysaccharidique.
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2.3. Voie de synthése des caroténoides.

La synthése des caroténoides se fait en trois principales étapes :

La conversion d’acétyl-coA en 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA),
catalysée par la HMG-CoAsynthase, puis en acide mévalonique (MVA). Deux
phosphorylations successives menent a [’acide mévalonique pyrophosphate. Le
mévalonate pyrophosphate subit ensuite une décarboxylation a I’origine de la formation

d’isopentenyl pyrophosphate (IPP).

L’IPP est ensuite isomérisé en dimethylallyl phosphate (DMAPP) et est suivi par des
condensations successives entre ces deux molécules. Le premier intermédiaire issu de
cette condensation est le géranyl pyrophosphate (GPP) qui est & I’embranchement de la
synthése des monoterpénes. La condensation d’une nouvelle molécule d’IPP avec le
GPP donne lieu a la formation de farnesyl pyrophosphate (FPP). Ce composeé est le
précurseur d’une multitude d’isoprénoides différents (bactériochlorophylles,
ubiquinones, hopanoides, stérols etc...) et également des caroténoides en C30, les
apocarotenoides. La réaction suivante dans la voie générale de biosynthése des
isoprénoides est la synthése de géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) qui résulte de de
la condensation d’un IPP avec le FPP sous I’action de la GGPP synthase. Le GGPP est
le dernier composé commun a la voie de biosynthése générale des isoprénoides et des

caroténoides.

La réaction suivante est la premiére réaction spécifique a la branche caroténogéne du
métabolisme des isoprénoides. Deux molécules de GGPP sont condensées sous I’action
de la phytoene synthase pour former du phytoéne, premier composé C40 considéré
comme un caroténoide malgré son absence de couleur. C’est la désaturation et la
cyclisation du phytoténe par étapes successives qui permet la synthese de neurosporene,
lycopéne, y-caroteéne, -carotene, torulene et astaxanthine. (Hernandez-Almanzaa et al.,
2014 ; Savy, 2005)
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3. Catabolisme des substances carboneées de la levure oléagineuse
Rhodotorula glutinis.

L’assimilation des substances osidiques d’intérét se fait soit par la voie glycolytique
(glucose, glycérol), soit par la voie des pentoses (xylose), voies qui conduisent a la production
d’acide pyruvique dans le cytoplasme. Ce dernier est ensuite transloqué dans la mitochondrie
pour étre transformé en acétyl-CoA par le complexe pyruvate déshydrogénase qui entre ensuite
dans le cycle des acides tricarboxyliques.

3.1. Le métabolisme central.

3.1.1. La glycolyse

L’assimilation du glucose se fait par la voie glycolytique dite aussi voie d’Embden-
Meyerhof-Parnas, qui génére de I’ATP et du pouvoir réducteur (NADH) (Figure 13). Hormis
les réactions faisant intervenir les activités glucokinase, phosphofructokinase et pyruvate-
kinase, les réactions de la glycolyse sont réversibles.Le glucose entre dans la glycolyse apres
une phosphorylation par une hexokinase. L hexokinase est fortement inhibée par le tréhalose-
6-phosphate. La phosphoglucose isomérase converti le glucose-6-phosphate en fructose-6-
phosphate. La phosphofructokinase catalyse la phosphorylation du fructose-6-phosphate en en
fructose-1,6-biphosphate. La fructose-1,6-biphosphate aldolase clive le fructose-1,6-
biphosphate en dihydroxyacétone-phosphate et glycéraldéhyde-3-phosphate. La triose-
phosphate-isomérase permet 1’interconversion entre le dihydroxyacétone-phosphate et le
glycéraldéhyde-3-phosphate. La  glycéraldéhyde-3-phosphate-déshydrogénase  catalyse
I’oxydation du glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3 biphosphoglycérate en générant une liaison
enrichie en énergie acyl-phosphate. La phosphoglycérate kinase permet d’utiliser la liaison
riche en énergie acyl-phosphate du 1,3 biphosphoglycérate pour produire une molécule d’ATP.
La phosphoglycérate mutase catalyse 1’interconversion entre le 3- et le 2-phosphoglycérate.
L’énolase catalyse la déshydratation du 2-phosphoglycérate en phospho-énol-pyruvate. Enfin,
la pyruvate-kinase catalyse la deuxiéme réaction formant de I’ATP en formant du pyruvate. Le

bilan de la glycolyse est décrit par I’équation 6.

Glucose + 2NAD+ + 2 ADP + 2Pi = 2 pyruvate + 2 NADH+ + 2 H* + 2 ATP + 2H.0 (Equation 6)
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Glucose

Hexokinase ATP

Glucokinase ADP

Glucose-6-phosphate

Glucose-6-phosphate
isomérase

Fructose-6-phosphate

ATP
Phosphofructokinase-1
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Fructose-1,6-phosphate
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Enolase
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ADP
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Figure 13: Voie Embden-Meyerhof-Parnas chez la levure.

3.1.2. Le pyruvate, carrefour métaboligue.

A T’issue de la glycolyse, le pyruvate subit généralement une décarboxylation oxydative
catalysée par une pyruvate-déshydrogénase, multi-enzyme mitochondriale qui contient trois
fonctions : pyruvate-déshydrogénase, dihydrolipoamide-acétyl-transferase et
dihydrolipoamide-déshydrogenase. Cette réaction produit du CO2, une molécule d’eau, une
molécule de NADH,H" et une molécule d’acétyl-CoA afin d’alimenter le cycle de Krebs.
L’acétyl-CoA peut aussi étre formé dans le cytosol via le pyruvate « by-pass », grace a I’action
de la pyruvate-décarboxylase, de 1’aldéhyde déshydrogénase et de 1’acétyl-CoA-synthétase
(Figure 14). Cette voie existe chez plusieurs levures dont certaines souches du genre Candida

(Chen et al., 2005) et a été mise en évidence chez Rhodosporidim toruloides (Zhu et al., 2012).
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Figure 14 : Pyruvate bypass (Remize et al., 2000, Zhu et al., 2012).

3.1.3. Le cycle de Krebs.

L’acétyl-CoA est formé soit a partir de la décarboxylation du pyruvate, soit via le
pyruvate by-pass, soit issu de la voie de dégradation des acides gras rejoint le cycle de Krebs,
ou cycle des acides tricarboxyliques qui se déroule dans la mitochondrie (Figure 15). Tout
d’abord, le citrate est formé par condensation de I’acétyl-COA avec une molécule
d’oxaloacétate. Une molécule d’eau est consommée et un coenzyme A-SH est relargué. Le
citrate produit est isomérisé en isocitrate, lui-méme oxydé et décarboxylé pour former une
molécule d’ a-cétoglutarate. Un NAD* est réduit et une molécule de CO, est formée.
L’isocitrate déshydrogénase, NAD" dépendante, est inhibée par le NADH, méme a de faibles
concentrations (Morgunov et al., 2004). L’ a-cétoglutarate subit une décarboxylation oxydative
pour former une molécule de succinyl-CoA avec réduction du NAD*. Cette molécule est
transformée en succinate en produisant une molécule d’ATP et un CoA-SH. Le succinate est
oxydé en fumarate avec réduction d’un FAD. Le fumarate est hydraté en malate, ce qui

consomme une molécule d’eau. Le malate est oxydé en OAA, ce qui réduit une molécule de

NAD.

Le shunt du glyoxylate permet de produire du glyoxylate et du succinate a partir de
I’isocitrate. Le glyoxylate sera ensuite condensé avec une molécule d’acétyl-CoA et une
molécule d’eau pour former du malate et libérer un CoA-SH. Deux enzymes sont
caractéristiques de ce cycle : I’isocitrate lyase et la malate synthase. L’isocitrate lyase, codée
par le géne ICL1 chez S. cerevisiae, catalyse le clivage de I’isocitrate en succinate et glyoxylate.
La malate synthase catalyse la condensation du glyoxylate avec une molécule d’acétyl-CoA.
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Ainsi, le cycle de Krebs permet de genérer du pouvoir réducteur, en formant des molécules de
NADH a partir de NAD" et de former des métabolites intermédiaires, précurseurs des réactions
de biosynthese.

GLUCOSE ACIDES GRAS

AR AR R R R AR AR AR AR AR RAR AR AR AR A AR AR AR RR AR AR A
SLLLPL LUV UINL IR LI Y SRS LR B LR L AL ELEREEEEEEEEEES

Pyruvate déshydrogénase B-oxydation

Pyruvate > Acétyl-CoA Acyl-CoA
ci N Matrice
itrate synthase mitochondriale
Oxaloacétate Citrate
Malate déshydrogénase Aconitase
NADH
NAD+ .
Malate Isocitrate
NAD+ ADP+Pi
Fumarase ) Isocitrate déshydrogénase
NADH ATP
Fumarate a-cétoglutarate
FADH. NAD+
Succinate déshydrogénase EAD ADP+Pi
(Complexe 11 de la chaine NADH a-cétoglutarate
respiratoire) GTP GDP + Pi déshydrogénase
Succinate Succinyl-CoA ATP
Succinyl-CoA

synthétase

Figure 15: Le cycle de Krebs.

3.1.4. La chaine respiratoire et la phosphorylation oxydative.

La chaine respiratoire est constituée de complexes protéiques localisés dans la
membrane interne de la mitochondrie. Elle constitue, couplée a I’ATP synthétase,
la phosphorylation oxydative. Ce processus associe 1’oxydation du NADH et du FADH: a la
production d’ATP. La chaine de transport d'électrons se compose des quatre complexes
protéiques suivants : NADH ubiquinone oxydoréductase (appelé aussi complexe I), succinate
ubiquinone oxydoréductase (complexe I1), ubiquinol cytochrome C oxydoréductase (complexe
1), cytochrome C oxydase (complexe 1V). A ces complexes protéiques, s'ajoutent des
transporteurs mobiles d'électrons, l'ubiquinone (ou coenzyme Q) et le cytochrome C (Figure
16).
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Figure 16 : La phosphorylation oxydative

Le NADH cede ses électrons au complexe | et ils sont ensuite transportés par
I'ubiquinone jusqu'au complexe I11. Enfin les électrons sont pris en charge par le cytochrome ¢
puis libérés au niveau du complexe 1V ou ils sont utilisés pour la réduction de I'oxygéne en eau.
Le FADH: cede, quant a lui, ses électrons au complexe Il. lls sont ensuite transportés par
I'ubiguinone jusqu'au complexe 11 et suivent alors le méme chemin que les électrons fournis
par le NADH. Ainsi, la chaine respiratoire permet le transfert progressif des électrons a partir
des coenzymes réduits vers I'oxygéne par une cascade d’oxydoréduction. L'énergie libérée au
cours de ce transfert d'électrons sur la chaine d'oxydoréduction permet I'expulsion de protons
de la matrice vers I'espace intermembranaire, au niveau des complexes I, I11 et IV, formant ainsi
un gradient de protons de part et d'autre de la membrane interne. Ce couplage chimiosmotique
aboutit a la formation d'un gradient électrochimique qui contient I'énergie d'oxydation. Ce
gradient est constitué d'un gradient de pH (la matrice devient plus basique) et d'un gradient de
charges (la face matricielle de la membrane interne est chargée négativement). Ce gradient
électrochimique, via le retour des protons dans la matrice en passant par I'ATP synthase, permet
a celle-ci de catalyser la réaction réversible de phosphorylation de I'ADP en ATP. La

consommation d'oxygene et la phosphorylation sont ainsi couplées via cette force protomotrice.
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Une molécule de NADH réoxydée permet ainsi de libérer 10 protons, une molécule de FADH:
permet le transport de 6 protons. Les protons exportés permettent le maintien du potentiel
transmembranaire entre 1’espace intermembranaire et la matrice de la mitochondrie. Ainsi,
I’entrée de protons a I’intérieur de la mitochondrie permet la synthése d’ATP grace a I’ATPase
membranaire. Les 10 protons du NADH permettront une synthese théorique de 3 ATP et les 6
protons du FADH> de 2 ATP.

3.2. Le catabolisme du xylose.

3.2.1. Transport du xylose.

La premiére étape de la fermentation des sucres par les levures est leur transfert dans la
cellule a travers la membrane plasmique. Or, plusieurs travaux ont montré qu’il s’agissait d’une
¢tape limitante dans ’assimilation du xylose (Salusjérvi et al., 2008 ; Stambuk et al., 2003).
Les levures métabolisant naturellement le xylose ont généralement deux types de transporteurs
pour le xylose : I’'un passif non spécifique a faible affinité et I’autre actif spécifique a haute
affinité dont la synthése est inhibée par le glucose (Hahn-Hagerdal et al., 2007, Jeffries et al.,
2004). La présence de ces deux types de transporteurs a été mise en évidence chez Candida
boidinii, Candida intermedia, Pichia guillermondii, Pichia stipitis, Candida succiphila et
Kluyveromyces marxianus (Gardonyi et al., 2003b, Kilian et al., 1988, Stambuk et al., 2003).
La répression catabolique ou I’inactivation du systéme a forte affinité par le glucose semble
étre un phénomene général chez les levures présentant ces deux systémes de transport (Kilian
etal., 1988).

3.2.2. Premiéres étapes du métabolisme du xylose.

Cral:

&&%

Oe D-xylulose-5-
82 Xylose Xylose phosphate
réductase  déshydrogénase D-Xylulose phosphokétolase Voie des
Xylose

Xylose — D- xwoser? XylltolﬁXylulose __>5 phosphate—> pﬁntos;:st
phosphate

NADPH,H+ NADP* NAD+ NADH, H+

?????%??
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Figure 17 : Etapes de transformations du xylose au xylulose chez Rhodotorula glutinis.
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Une fois le xylose transporté dans la cellule, il est converti en D-xylose sous 1’action de
la xylose isomérase. Les premieres etapes du catabolisme du xylose différent chez les levures
et les bactéries. Chez les levures, le D-xylose est réduit en xylitol par une xylose réductase (XR)
NAD(P)H dépendante. Le xylitol est un coproduit bien identifié du catabolisme du xylose.
Ainsi, il est excrété dans le milieu lors de la mise en ceuvre de cultures levuriennes utilisant le
xylose en simple ou co-substrat associé au glucose (Slininger et al., 1985, Kotter et al., 1993,
Zikou et al., 2013, Erdei et al., 2013). Le xylitol est ensuite oxydé en xylulose par une xylitol-
déshydrogénase-NAD-dépendante. Le xylulose est ensuite phosphorylé par une xylulokinase
pour former du xylulose-5-phosphate, qui est ensuite acheminé dans le cycle des pentoses
phosphate (Evans et Ratledge, 1984, Kotter et al., 1993, Jeffries et al., 2006) (Figure 17). Ainsi,
trois principales enzymes jouent un role-clé dans la conversion du D-xylose en D-xylulose-5-
phosphate : la xylose réductase, la xylitol déshydrogénase et la D-xylulose-5-phosphate
phosphokétolase. L’activité de la XR nécessite 1’oxydation d’un cofacteur. L’affinité de
I’enzyme pour le NADH ou le NADPH est variable selon les micro-organismes. La XR
identifiée chez R. toruloides préférerait le cofacteur NADPH au cofacteur NADH d’un facteur
100 (Suomalainen et al.,.1989 ; Hahn-Hégerdal et al., 2007). Ce besoin de régénération ou
d’inter-conversion en cofacteurs, traduit par la disponibilité en NADPH, est un des verrous a
I’entrée du xylose dans le métabolisme cellulaire (Kotter et al., 1993, Gurpilhares et al., 2008,
Freer etal., 1997 ; Grotkjaer et al., 2005) La xylitol déshydrogénase (XDH) catalyse la réaction
de transformation du xylitol en D-xylulose. Il s’agit probablement d’une métalloprotéine. C’est
un tétramere dont les sous unités sont de 45 KDa. Son pH optimum est compris entre 7.5 et 8.5
et elle utilise comme cofacteur le NAD" exclusivement (Salusjarvi et al., 2008). La
phosphokétolase catalyse la réaction de phosphorylation du D-xylulose en D-xylulose-5-
phosphate, intermédiaire de la voie des pentoses phosphate. Il n’a pas été possible d’établir une
corrélation entre 1’activité phosphokétolase et la production de biomasse a partir de xylose
(Evans et al., 1984).

Ainsi, de nombreux verrous contrdlent les premiéres réactions de transformation du
xylose : ils s’articulent principalement autour des besoins en cofacteurs, et sont
steechiométriques, d’une part, puisque nécessaires aux activités enzymatiques, mais aussi
dynamiques, de par la répartition et la disponibilité intracellulaire des cofacteurs corrélée a leur
interconversion. Ils reposent également sur les flux de carbone intracellulaire. La saturation de

la voie des pentoses est un exemple dynamique pouvant limiter le catabolisme du xylose.
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3.2.3. La voie des pentoses phosphate.

La voie des pentoses phosphate (PPP) est la route biochimique pour le métabolisme des
sucres en C5, dont le xylose. Elle se déroule dans le cytoplasme. On la retrouve chez tous les
micro-organismes, puisqu’elle permet la synthése d’intermédiaires métaboliques tels que le D-
ribose-phosphate, le D-érythrose-phosphate et de pouvoir réducteur. Ainsi, quelle que soit la
source de carbone consommeée par le micro-organisme, 20 a 25% du carbone consommeé est
métabolisé via la PPP pour générer les précurseurs indispensables a la croissance (Evans et al.,
1985). La PPP comprend deux principales phases. La phase oxydative est la transformation du
D-glucose-6-Phosphate en D-ribulose-5-Phosphate, tandis que la phase non oxydative est la
conversion de du D-ribulose-5-Phosphate en ribose-5-Phosphate, D-xylulose-5-P, D-
septoheptulose-7-Phosphate,  D-erythrose-4-Phosphate, D-fructose-6-Phosphate et D-
glycéraldéhyde-3-Phosphate (Kotter et al., 1993) (Figure 18).
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Figure 18: Réactions impliquées dans la voie des pentoses-phosphate.

3.3. Le catabolisme du glycérol.

3.3.1. L’entrée du glycérol dans la cellule.

Le transport transmembranaire du glycérol est la premicre étape de 1’assimilation du
glycérol. Alors que I'utilisation des sucres nécessite I’existence de systémes de transport, les
composés neutres a deux ou trois atomes de carbone, dont le glycérol fait partie peuvent
traverser la membrane levurienne par simple diffusion. Plusieurs systémes de transport du

glycérol ont cependant été identifiés chez S. cerevisiae (Figure 19).
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Figure 19: Les différents transporteurs du glycérol identifiés chez la levure.

La protéine Fpsl est une permeéase de la famille des Major Intrinsic Proteins (MIP). Ce
canal permet I’export de glycérol, lors d’un choc hypo-osmotique et se ferme lors d’un choc
hyper-osmotique (Bill et al., 2001). Il s’agit du principal transporteur impliqué dans la diffusion
du glycérol (Luyten et al., 1995). Un autre canal semble étre impliqué dans la diffusion du
glycérol, mais dans une moindre mesure, il s’agit de la protéine YFLO054c (Oliveira et al., 2003).
Il a par ailleurs été mis en évidence I’existence d’un symport H*/glycérol, dont I’expression est
réprimée par le glucose et inductible dans des conditions néoglucogéniques ou dans des
conditions de stress salin (Sutherland et al., 1997). Un autre type de transporteur décrit fait
intervenir les protéines GUP1 et GUP2 (Holst, 2000), mais leur fonctionnement est encore mal
connu. Un systeme de transport actif en condition de stress osmotique, de type symport
sodium/glycérol spécifique et constitutif, capable d’accepter le potassium comme CO-substrat,
a été mis en évidence chez Debaryomyces hansenii et chez Zygosacharomyces rouxii (Neves et
al.,, 2004, Lucas et al., 1986, Lages et al., 1999).

3.3.2. Les voies métaboliques de consommation du glycérol.

Chez S. cerevisiae, le catabolisme du glycérol se fait en deux étapes : une
phosphorylation catalysée par une enzyme glycérol kinase, suivie d’une déshydrogénation

catalysée par la glycerol-3-phosphate déshydrogénase (Figure 20).
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Figure 20 : Catabolisme du glycérol

La glycérol-3-phosphate deshydrogénase peut-étre NAD ou NADP dépendante. Chez

Rhodosporidium toruloides, elle est exclusivement NAD-dépendante.

3.4. Le catabolisme des acides gras : la beta-oxydation.

3.4.1. Activation des acides gras

L’activation des acides gras est réalisée par une acyl-CoA synthétase Il (ACS). Elle est
localisée dans les peroxysomes et est induite par la présence de palmitate (Dellangelica et al.
1992). Lors de cette étape, 1’acide gras réagit avec une molécule d’ATP pour former un acyl-
adénylate. Ensuite, ’acyl-adénylate réagit avec un coenzyme A pour former une molécule

d’acyl-CoA, ce qui forme une molécule d’AMP.

3.4.2. Dégradation des acides gras

La dégradation des acides gras est réalisée via la voie de la f-oxydation. Chez les levures,
elle se situe uniquement dans les peroxysomes car elles n’ont pas les enzymes requises pour la
B-oxydation mitochondriale (Hiltunen et al. 1993). Cette voie permet la formation d’acétyl-
CoA a partir d’acides gras a chaine paire et de propionyl-Co A a partir d’acides gras a chaine
impaire. Pour chaque molécule d’acétyl-CoA produite (ou de propionyl-CoA), une molécule
de NADH: et une molécule de FADH2 sont formées (Figure 21). L’acide gras a n carbones est
dégradé de maniére cyclique. Chaque cycle libere un acide gras raccourci de 2 carbones et une

molécule d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA géneré est ensuite catabolisé dans le cycle de Krebs.

56



Etat de l’art.

Acide gras a n carbones Coenzyme A
FAD
H,0
NAD*

Retour vers I’hélice de Lynen 1 tour de I’hélice de Lynen

Acide gras & (n-2) carbones NADH, H*

F Acétyl-CoA

Cycle de Krebs

Figure 21 : Hélice de Lynen

La B-oxydation comprend quatre étapes :

L’acyl-CoA formé lors de I’activation de 1’acide gras est oxydé par une molécule de
FAD pour former une molécule de trans-A2-enoyl-CoA grace a I’action d’une acyl-CoA
oxydase codée par les génes POX 1 a 6 chez Y. lipolytica (Nicaud et al. 1998; Wang et
al. 1999). Le peroxyde d’oxygéne produit par cette réaction est détoxifié¢ par la catalase
peroxysomale codée par le gene CTAL chez S. cerevisiae (Cohen et al. 1985; Cohen et
al. 1988). Chez Y. lipolytica, 1’acyl-CoA oxydase 2 est spécifique des acides gras a
chaine longue (Luo et al. 2002) et I’acyl-CoA oxydase 3 des acides gras a chaine courte
(Wang et al. 1999). Les acyl-CoA oxydases seraient importées dans les peroxysomes

sous la forme d’un hétéropentameére (Titorenko et al. 2002).

Le trans-A2-enoyl-CoA est hydraté par la 2-enoyl-CoA hydratase.

Le L-3-hydroxyacyl-CoA formé est oxydé par un NAD* pour former une molécule de

3-oxoacyl-CoA thioester.
Le 3-oxoacyl-CoA thioester est clivé par une 3-oxoacyl-CoA thiolase codée par le géne
POT1 (Igual et al., 1992). Un coenzyme A est ajouté pour former un acétyl-CoA et un

acyl-CoA diminué de deux carbones.

Le pouvoir réducteur nécessaire a ces réactions (NADH) est produit par une activité

isocitrate déshydrogénase peroxysomale inductible par 1’acide oléique et codée par le geéne
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IDP3 (Van Roermund et al. 1995). Les acides gras insaturés sont dégradés de la méme maniére
que les acides gras saturés. Cependant, des enzymes sont spécifiques des acides gras cis-
insaturés en position impaire tel que 1’acide oléique 18 :1A9. L’intermédiaire formé est le 2,5
di-enoyl-CoA. Aprés un cycle d’oxydation, une double liaison 3-cis est formée et isomérisee
par une A3-Cis-A2-trans-enoyl-CoA isomérase. Par ailleurs, d’autres enzymes permettent
d’oxyder les acides gras cis-insaturés en position paire en formant du 2-trans-4-cis-disenoyl-
CoA. Celui-ci est oxydeé en 3-énoyl-CoA par une 2,4-diénoyl-CoA réductase (NADPH
dépendante). Une isomérisation intervient pour former du 2-énoyl-CoA par I’action de la A3-

cis-A2-trans-énoyl-CoA isomérase.

- Exportation de 1’acétyl-CoA vers les voies du métabolisme intermédiaire

Van Roermund et al. ont décrit deux voies d’exportation de 1’acétyl-CoA a partir des
peroxysomes. L’acétyl-CoA peut étre transporté dans les mitochondries en tant qu’acétyl-
carnitine grace a ’action d’une acétyl-carnitine acyl-transférase codée par le gene CAT2. Elle
est localisée dans les peroxysomes et les mitochondries. Mais, 1’acétyl-CoA peut aussi étre
métabolisé en entrant dans le cycle du glyoxylate dans les peroxysomes. Deux molécules
d’acétyl-CoA produisent 4 unités de carbone. Les intermédiaires incluent 1’isocitrate et le

succinate qui peuvent étre importés dans les mitochondries (Van Roermund et al., 1995).

- Induction des genes par les acides gras

L’expression des protéines peroxysomales et des enzymes de la B-oxydation est régulée
de plusieurs maniéres, principalement au niveau transcriptionnel (Latruffe et al., 2001). La
plupart de ces génes sont réprimés en présence de glucose. L utilisation d’éthanol ou de glycérol
comme substrat entraine une faible augmentation de I’expression de ces genes. L’acide oléique
permet I’augmentation forte de leur expression. Les protéines qui lévent la répression de ces
génes sont adrlp et snflp. Elles sont nécessaires a I’induction par 1’acide oléique de protéines
peroxysomales (Navarro and Igual, 1994). Les promoteurs de nombreux génes codant des
protéines peroxysomales présentent une séquence d’activation. Cette séquence est responsable
de la régulation de la transcription par 1’oléate doublée d’un élément de réponse a I’oléate «
Oleate Response Element » (ORE) (Einerhand et al., 1993; Wang et al., 1994). Le motif de
cette séquence a été définie comme étant CGG-N15-18-CCG (Rottensteiner et al., 1996) ou
CGGNNNTNA-N9-12-CCG (Karpichev and Small, 1998). L’activation de la transcription est
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due a la fixation d’un complexe de diméres activateurs a 1’élément ORE (Einerhand et al.,

1993).

4. Demande anabolique de la souche Rhodotorula glutinis
4.1. Composition macro-moléculaire

La composition macro-moléculaire de la souche Rhodotorula glutinis est variable en
fonction du métabolisme et des conditions de culture. La composition en lipides en condition
de croissance a été déterminée chez la souche d’intérét et les résultats révelent des différences :
Zhu et al. ont déterminé 22.8% de lipides totaux lors de la culture de Rhodosporidium toruloides
sur milieu minéral et substrat glucose en culture continue, Zhang et al., ont évalué le
pourcentage de lipides a 5% chez Rhodotorula glutinis en culture batch substrat glucose en
conditions de croissance, Yang et al., ont quant a eux quantitifié a 10% la teneur en lipides de
Rhodosporidium toruloides en fin de phase de croissance lors d’une culture sur substrat glucose
(Zhu et al., 2012, Zhang et al., 2011, Yang et al., 2014).

Chez Saccharomyces cerevisiae, I’'impact de la source de carbone sur la composition
macromoléculaire a été étudiée (Tableau 13) : la consommation de glycérol augmente de 5% la
teneur en polysaccharides (Cortassa et al., 1995). Il est intéressant de souligner que la source

de carbone peut donc influencer la composition macromoléculaire des levures.

Tableau 13 : Composition macro-moléculaire de Saccharomyces cerevisiae cultivée sur différents

substrats
Protéine 50.8 +/-0.5 495+/-0.4
ARN 12.1+/-0.3 9.6 +/-05
Polysaccharides 31+/-5 36 +/-5
Lipides 4+/-6 3+/-6
Cendres 2-4 2-4

4.2. Pouvoir réducteur, accumulation de lipides et substrats carbonés.

Outre la synthese d’acétyl-CoA via I’ ATP citrate lyase qui leur est spécifique, les micro-
organismes oléagineux se distinguent des autres par leur capacité a régenérer le pouvoir

réducteur. Le pouvoir réducteur fourni par le NADPH est en effet essentiel pour réduire les
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groupes acétyl en chaines acyls d’acides gras. Pour chaque cycle de synthése d’un acide gras,
deux moles de NADPH sont nécessaires soit pour un acide gras en C18 16 moles de NADPH.
Méme si la régénération de NADPH chez les organismes oléagineux est aujourd’hui encore a
I’étude, I’enzyme malique NADP* dépendant semble étre la principale source fournissant le
pouvoir réducteur, ce qui en fait le point métabolique-clé de la synthése lipidique (Ratledge,
2014). Ainsi, le clonage et la surexpression des génes de Mucor circinelloides codant I’enzyme
malique chez Rhodotorula glutinis ont permis de doubler I’accumulation lipidique de la souche
(Li et al., 2013). La synthese lipidique sous forme de TAG se déroule dans le cytoplasme ou
pour une mole d’acétyl-CoA deux moles de NADPH sont nécessaires ; cela suggere que
I’enzyme malique ne peut fournir I’ensemble du pouvoir réducteur requis étant donné que le
NADPH provient du NADH et qu’une seule mole de NADH est produite par mole d’acétyl-
CoA. La seconde source de pouvoir réducteur serait donc la voie des pentoses phosphates, mais
cette hypothese, chez ce micro-organisme, n’a jamais été ni confirmée ni réfutée (Ratledge,
2014). Par ailleurs, chez Rhodosporidium toruloides, la mesure des flux de carbone par
marquage au carbone 14 a révélé a 72% - 28% les pourcentages respectifs de carbone
métabolisé dans la glycolyse et dans la voie des pentoses phosphates (Evans et Ratledge, 1984).
Alors que la régénération de pouvoir réducteur est au cceur des capacités d’accumulation de
TAG, elle détermine aussi la capacité de consommation du xylose : la xylose-réductase
NADPH-dépendante convertit ainsi le D-xylose en xylitol qui via la xylose-déshydrogénase
NAD" dépendante est transformé en xylulose. L’utilisation de xylose pour la syntheése lipidique

complexifie donc encore le probléeme déja complexe de la régénération de pouvoir réducteur.

5. Performances de croissance et d’accumulation lipidique de la souche

Rhodotorula glutinis a partir de diverses sources carbonges.
5.1. Potentialités de croissance

5.1.1. A partir du glucose comme source carbonée

Le taux de croissance maximal de R. glutinis sur milieu salin avec le glucose comme
source carbonée, lors d’une culture en réacteur, est de 0,27 h™ et le rendement est alors de 0,54
g/g (Thése Granger, 1992).
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5.1.2. A partir du xylose en simple ou co-substrat avec le glucose

Le xylose est le second sucre le plus abondant, aprés le glucose, dans la biomasse ligno-
cellulosique. Alors qu’un grand intérét est actuellement porté a 1’utilisation de d’hydrolysats
cellulosiques comme matieres premieres pour la production de biomasse ou de métabolites
d’intérét, les performances de croissance de micro-organismes a partir de xylose sont un point

de départ dans cette perspective.

La croissance de R. glutinis sur xylose est trés peu caractérisée. Pourtant, les quelques
¢tudes relatant des potentialités de production de la souche a partir d’hydrolysats ligno-
cellulosiques aménent a penser qu’elle est capable de consommer le xylose (Dai et al., 2007,
Li et al., 2010, Easterling et al., 2009, Wiebe et al., 2012). Cependant, 1’objectif commun de
I’ensemble de la littérature existante reste de caractériser les capacités d’accumulation lipidique.
De ce fait, les dynamiques physiologiques dont la cinétique de consommation du pentose ne
sont pas décrites et les expérimentations mises en ceuvre se font a des concentrations cellulaires

faibles et inférieures a 40g.L™* (Wiebe et al., 2012). Le métabolisme de la souche R. glutinis a

partir de ce sucre alternatif dans des conditions optimales de croissance reste donc a explorer.

Les voies métaboliques microbiennes sont principalement centrées autour de
I’utilisation du glucose. Toutefois, la plupart des micro-organismes possedent la machinerie
nécessaire a 1’utilisation de sucres alternatifs, tels que le xylose. Les mécanismes de contrdle et
de régulation des voies métaboliques glucidiques varient d’une espéce a I’autre, mais d’une
maniére générale ils se font de deux maniéres. Tout d’abord, le transport d’un sucre alternatif
est inhibé quand un sucre préférentiel est présent dans le milieu. D’autre part, il existe une
répression catabolique du glucose a I’origine d’une régulation de la transcription des genes
codant des enzymes impliquées dans le catabolisme des sources carbonées alternatives dont le
xylose. La part relative de ces deux phénomeénes est difficile a évaluer. Dans le cas de la
consommation du xylose, un troisiéme verrou potentiel a considérer en sus des deux cités
précédemment est 1’équilibre en co-facteurs, point clé de I’entrée du xylose dans la voie des
pentoses phosphate. Tous ces éléments jouent donc en la défaveur de la co-consommation du
glucose et du xylose. Chez Rhodotorula glutinis la co-consommation de glucose et de xylose
dans une culture de 25 heures en mode batch a partir d’un milieu contenant les deux sucres en
exces ainsi que du furfural et de I’acide acétique s’est avéré inexistante (Zhang et al., 2011).

Par ailleurs, au cours de ce méme mode de culture mais en présence d’un seul des deux sucres,
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il a été révelé la capacité de la souche a consommer du xylose en simple substrat avec toutefois
une cinétique de croissance plus lente que celle observée sur glucose : Hgiucose= 0.31h et txyiose=
0.22h! (Zhang et al., 2011).

L’étude de la répression catabolique sur la co-consommation pentose-glucose chez une
souche Saccharomyces cerevisiae recombinante capable de consommer le xylose a été étudiée
lors de cultures en mode batch : le maltose ayant des perméases spécifiques et étant
intracellulairement hydrolyse en D-glucose (Subtil and Boles, 2012) la quantification de la co-
consommation du maltose et du xylose a révélé que, en présence de maltose la consommation
du C5 décroit de 20 a 30% ; ce pourcentage refléterait I’impact de la répression catabolique des
hexoses sur la consommation des pentoses. Cette diminution est par ailleurs probablement
corrélée aux activités enzymatiques de la voie glycolytique déterminant le flux glycolytique
maximal étant donné que les fermentations ne sont pas réalisees en mode discontinu alimentée

avec un contréle des flux de carbone.

L’étude de Pitkdnen sur les flux de carbone intracellulaire chez une souche modifiée de
Saccharomyces cerevisiae pour la consommation de xylose, cultivée en mode continu, révele
que la co-consommation glucose-xylose est maximale quand la concentration en glucose est
minimale (co-consommation optimale observée pour une concentration en glucose inférieure a
0.1g/L) (Pitkénen et al., 2003).

Enfin, il a été démontré chez Rhodosporidium toruloides que les activités xylitol
déshydrogénase, xylose réductase et phosphokétolase, premiéres enzymes impliquées dans
I’assimilation du xylose, sont présentes sur un milieu contenant du xylose, alors qu’elles sont
inexistantes sur un milieu contenant du glucose (Freer et al., 1997). Les mécanismes
d’induction par le xylose de la synthése des enzymes impliquées dans 1’assimilation du pentose

restent peu explorés et encore méconnus.

5.1.3. A partir du glycérol en simple ou co-substrat avec le glucose

La production annuelle mondiale de glycérol s’éléve a plus de 2,5 millions de tonnes. Il
est en particulier, le sous-produit majoritaire de la production de biodiesel, responsable de 60%

de sa production comme cela est décrit dans la réaction suivante :
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TAG + Alcool — ester (biodiesel) + glycérol (Equation 7)

Le glycérol peut étre utilisé comme source de carbone et d’énergie par la plupart des
levures. Mais, de méme que pour le xylose, la co-consommation simultanée de deux sources de
carbone pose le probleme de la répression catabolique. Toutefois la consommation de glycérol
chez Rhodotorula glutinis a été trés peu étudiée. En particulier, aucune caractérisation cinétique
et aucun effet sur le rendement n’a été reporté. Les études menées quant aux potentialités
d’accumulation lipidique a partir de glycérol révélent toutefois indirectement la capacité de la
souche a consommer ce substrat (Easterling et al., 2009, Saenge et al., 2010, Yen et al., 2012,
Yang et al., 2014).

5.2. Bioprocédés et potentialités d’accumulation lipidique

5.2.1. Performances d’accumulation a partir du glucose comme source carbonée.

La capacité de R. glutinis a accumuler des lipides a partir de glucose est désormais bien
connue et les performances de production lipidique de la souche sont parfaitement caractérisées
(Tableau 14) (Granger, 1992, Cescut, 2010.)

Tableau 14 : Performances de production lipidique de R. glutinis a partir de glucose.

Mode de [X]g.L % lipides Vitesse spécifique de Rendement Références
culture 1 Diip-Ox production Qiip-Uglucose ™
iip-Ow= 1.0
Fed-batch 100 40 0.072 0.31 Granger, 1992
Fed-batch 130 72 0.035 0.224 Cescut, 2010

Des cultures a hautes densités cellulaires, atteignant 130g.L* ont été réalisées sur milieu
minéral et glucose ; ces travaux ont permis d’investiguer les capacités maximales de production
lipidique de la souche R. glutinis. Ainsi, en 65 heures, la concentration en biomasse totale
cultivée est multipliée par 40, le pourcentage de lipides accumulés correspond a la valeur
maximale de la souche (72% de la masse séche), le rendement obtenu de 0.42Cmol.Crmol™
correspond a 95% du rendement théorique limite (Cescut, 2010). Dans ces conditions, le profil
des acides gras totaux accumulés principalement sous forme de TAG est majoritairement
constitué d’acide oléique (C18:1) et d’acide palmitique (C16:0) (Tableau 15).
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Tableau 15 : Profil des acides gras totaux accumulés par R. glutinis en fin de phase d’accumulation lors

d’une culture sur glucose en mode fed-batch, 30°C, pH 5.5 (Cescut, 2010)
Acide Gras C16:0 C16:1 C18:0 Ci18:1 C18:2 C18:3

Teneur (% gaci.gaGtot) 30 1 10 48 9 2

5.2.2. A partir du xylose comme source carbonée.

Les potentialités de production de lipides par R. glutinis a partir de xylose ont fait I’objet
de peu de travaux publiés. Des essais ont été réalisés majoritairement a partir de biomasse ligno-
cellulosique (Chen et al, 2009 , Li et al., 2010, Dai et al., 2007), en mode batch et le plus
souvent en fioles d’Erlenmeyer ; la composition de la matiere premiere reste imprécise
notamment sa composition en inhibiteurs issus du prétraitement du substrat, ce qui limite
I’interprétation des résultats. Ces expériences révelent qualitativement toutefois la faisabilité de
la production de lipides a partir de substrats lignocellulolitiqgues mais ne permettent en aucun
cas une caractérisation des potentialités optimales de production a partir de xylose. Wiebe et al.
(Wiebe et al., 2012) ont réalisé une série d’expériences en cultures batch et fed-batch, a partir
de xylose seul ou d’un mélange glucose, xylose, arabinose. Le Tableau 16 présente les

principaux résultats extraits de leur publication.
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Tableau 16 : Principaux résultats de production lipidique a partir de xylose (Wiebe et al., 2012.)

Mode de Source de carbone Productivité Rendement Teneur Biomasse commentaires

culture g/L/h (0/9) en lipide g/L

(% en

masse)

Rhodosporidium batch Xylose 0.03 0.08 C/N =40
toruloides (30g/L) 0.04 0.11 36 10 C/N=65
0.04 0.16 45 8 C/N=100
Rhodosporidium batch 25g.L1 glucose 0.07-0.08 0.09-0.010  28-31 20 Les sucres sont consommés de maniere
toruloides 33g.Ltxylose séquentielle : initialement le glucose, puis le
11g.L*arabinose xylose et enfin ’arabinose.
Rhodosporidium Fed-batch 6g.L* glucose 0.15 0.07 58 27 Carence azote
toruloides 55g.L* xylose

8g.L*arabinose

Fed-batch 6g.L* glucose 0.08 0.08 38 39 C/N=65
55g.L xylose

8g.Larabinose

Fed-batch 6g.L* glucose 0.07 0.08 31 38 C/N=80
55g.L* xylose

8g.L*arabinose
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D’une maniére générale, outre le fait que la faisabilité de I’accumulation lipidique sur
xylose soit clairement démontrée, il est observé, lors des expérimentations réalisées en batch,
que les potentialités d’accumulation de lipides, en termes de pourcentage accumulés sont plus
faibles sur xylose que celles mises en évidence sur glucose (Cescut et al., 2014, Granger et al.,
1992). Ainsi, Wiebe et al. observent que, dans les mémes conditions, la souche accumule 30%
de lipides supplémentaires a partir de glucose qu’a partir de xylose. Par ailleurs, a partir de
glucose et par comparaison aux résultats obtenus a partir de xylose, la productivité est deux fois
supérieure, et les rendements supérieurs de 30% (Wiebe et al., 2012). L’étude cinétique de
I’accumulation de lipides lors des expérimentations réalisées en mode fed-batch, réalisée par
Wiebe et al. met en évidence que les valeurs des vitesses spécifiques et le rendement massique
de production sur xylose sont deux a trois fois inférieures a celles observées sur glucose dans
des conditions identiques. Enfin, il semblerait que le profil lipidique obtenu sur xylose soit
legerement différent de celui obtenu sur glucose avec une légeére surproduction de C16:0 et de
18:2 au détriment de la synthése de C18:0 (Wiebe et al., 2012).

5.2.3. A partir du glycérol comme source carbonée

Les expérimentations visant a caractériser la production lipidique de R. glutinis a partir
de glycérol sont elles aussi peu nombreuses (Tableau 17) et ne font 1’objet d’aucune
caractérisation cinétique. Si ces expérimentations démontrent la possibilité de produire des
lipides a partir de glycérol, elles ne permettent pas de caractériser le métabolisme de la souche

et son comportement cinétique.
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Mode de culture

Tableau 17. Principaux résultats de production lipidique de Rhodotorula glutinis a partir de glycérol.

Substrat

Concentration en Teneur en

biomasse g/L

lipides (%du

poids sec)

Rendement

en lipides

Commentaires

glycérol Temps =48h Easterling et al., 2009
Cultures batch en erlen
C/N=10
batch Glycérol brut  8.17 52.91 0.067 g Batch fermenteur 2L Saenge et al., 2010
concentration 9.5% lipide/g Ajout de tween 20 (surfactant,
glycérol 1% dans milieu) au milieu de
culture
C/IN=85
Fed-batch Glycérol brut 13.77 60.70 0.033g Fed Batch fermenteur 2L Saenge et al., 2010
lipide/g Ajout de tween 20 (surfactant,
glycérol 1%dans milieu) au milieu de
culture
C/N=85
34.2-42.5 0.20-0.22g Yang et al., 2014
lipide/g
glycérol
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Ainsi, les meilleurs résultats obtenus en termes d’accumulation lipidique sont ceux
réalisés par Saenge et al. en mode fed-batch ou 1’accumulation lipidique atteint jusqu’a 60% de
la masse séche. Cependant, I’utilisation de tween 20 lors de ces fermentations rend

I’interprétation difficile (le tween 20 contenant lui-méme des acides gras) (Saenge et al., 2010).

Le profil lipidique de R. glutinis cultivé sur glycérol est reporté Tableau 18.

Tableau 18 : Profil lipidique de Rhodotorula glutinis cultivée sur glycérol pur (Saenge et al., 2010).
Cl6:0 Cl6:1 Ci8:0 C181 C18:2 C(Ci18:3

Pourcentage (% AG/AGtaux) 27.8 0.6 21.8 438 29 1.2

Ce profil lipidique est proche de celui observé sur glucose, a I’exception du C18:1 qui
semble sur-accumulé par rapport aux cultures sur glucose, principalement au détriment du
C18:2. Des travaux réalisés sur une levure oléagineuse trés étudiée, Y. lipolytica (Cescut, 2009),
mettent en évidence d’une part, la capacité de la levure oléagineuse a co-consommer le glucose
et le glycérol dans un ratio de 50% - a condition d’alimenter en substrats carbonés de telle sorte
que le glucose soit limitant - d’autre part, le maintien des performances d’accumulation
lipidique comparativement a celles observées sur glucose seul ainsi qu’une amélioration du
rendement en lipide par rapport au substrat d’environ 20% (Tableau 19). La littérature actuelle

n’évoque pas de tels résultats pour Rhodotorula glutins.

Tableau 19 : Variables biologiques obtenues lors de la culture de Y. lipolytica (WT) & 28°C, a pH 5.5 avec

le glucose comme unique substrat et en co-substrat glucose/glycérol. (Cescut, 2009).

Variables  Unité Glucose seul Co-substrat glucose/glycérol
[X]max  [CmolX.L-1] 417  33%

%lip max | [Cmollip.CmolX-1] 0.52 0.53

p*max [h-1] 0.258 0.255 (glucose seul)

g*lip max | [Cmollip.CmolX-1.h-1] | 0.044 0.049

RS/X*max [CmolX.Cmolglu-1] 0.58 0.57 (glucose seul)

RS/lip max = [Cmollip.Cmolglu-1] 0.372 0.45

6. Conclusions

Dans un contexte environnemental, économique et politique favorable a 1’émergence de

nouvelles filieres des biocarburants, les travaux de recherche pour proposer des alternatives aux
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carburants d’origine fossile se sont intensifiés. Les perspectives d’augmentation des
consommations en carburants routiers et aéronautiques ont permis d’identifier des besoins
croissants en huiles pour des usages biodiesel et biojetfuel avec en particulier, pour ce dernier,
la récente certification des huiles hydrotraitées en mélange jusqu’a 50% avec du kéroséne
classique d’origine fossile. La production d’huiles microbiennes mobilise donc de nombreuses
équipes de recherche internationales depuis plus d’une trentaine d’années avec une

intensification récente des efforts.

La production d’huiles par des levures dites oléagineuses, dont la mise en ceuvre
mobilise des technologies matures dans I’industrie depuis prés de deux siécles, se présente
comme une alternative prometteuse a court-moyenterme. De 1’analyse comparative des
résultats mentionnés dans la littérature, Rhodotorula glutinis (Rhodosporidium toruloides), qui
peut accumuler jusqu'a 70% de sa masse séche en lipides (majoritairement des TAG) a partir
de glucose, est une levure candidate a fort potentiel. La croissance et le mécanisme de syntheése,
de stockage et de dégradation des lipides de cette souche a partir de glucose sont aujourd’hui
bien décrits et donc bien caractérisés. L’accumulation de lipides, induite par un stress, est
optimale lors d’une limitation en azote, qui permet une croissance résiduelle nécessaire au
renouvellement de la biomasse catalytique en présence d’un exces de flux carboné. Les
paramétres de cultures optimaux de croissance et de production sont similaires a savoir un pH
de 5.5, une température de 30°C et des conditions aérobies. Ces conditions nécessitent le
contréle des paramétres environnementaux dont les flux de carbone et d’azote, contrdle qu’il

est notamment possible de mettre en ceuvre en culture fed batch.

Dans un contexte de mobilisation de substrats lignocellulosiques et de diversification
des ressources carbonées pour la production de carburants alternatifs, un challenge scientifique
réside dans 1’étude des possibilités de R. glutinis de convertir en lipides le xylose, le glycérol,
purs ou en mélanges avec le glucose. C’est un domaine du métabolisme de cette levure trés peu
connu. Les travaux antérieurs exploratoires sont en nombres restreints et les auteurs ont mis en
ceuvre des cultures en mode batch sur des substrats complexes ; les résultats argumentent de la
capacité de R. glutinis a croitre et accumuler des lipides a partir de xylose ou de glycérol. Leurs
interprétations restent cependant limitées du point de vue des connaissances du métabolisme de
R.glutinis ; ces données qualitatives doivent étre complétées par une quantification rationnelle
en termes de cinétiques et de rendement pour comprendre la dynamique physiologique de la
souche, que ce soit en condition de croissance ou de production de lipides ainsi que pour
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identifier son potentiel maximal en conditions contrdlées. Les cofacteurs, leur interconversion
et leur répartition intracellulaire sont des éléments clés de la co-consommation de substrats pour

la croissance et I’accumulation lipidique chez R. glutinis.

Afin d’avancer dans I’exploration des potentialités de R. glutinis pour la conversion de
substrats pentose et glycérol en lipides, de nombreuses questions scientifiques restent
aujourd’hui en suspens : quelle est la capacité de R. glutinis de co-consommer le xylose ou le
glycerol avec le glucose ? Quel est le comportement dynamique de R. glutinis en termes de
cinétiques de croissance et de production de lipides, a partir des substrats d’intérét purs ou en
mélange ? Quels sont les éventuels coproduits et comment s’affranchir de leur production ?
Quel est I’impact des substrats sur la nature et la composition des macromolécules accumulées ?
Est-il possible de déduire de la connaissance du métabolisme des modes de gestion des flux de
carbone et d’azote pour optimiser un procédé de production de lipidique a partir de ces

substrats?

Ce travail de recherche propose ainsi de contribuer a améliorer les connaissances pour
répondre a ces questions ; la démarche expérimentale consiste en la quantification, dans des
conditions de culture parfaitement contrdlées, des dynamiques de croissance et de production
de lipides chez R. glutinis, a partir de glycérol et de xylose, en simple et co-substrat avec du

glucose.
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1. Souche et milieux de culture
1.1. Souche étudiée

La souche de levure oléagineuse utilisée est une souche sauvage de R. glutinis CECT
1137 fournie par la Collecion Espagnola de Cultivo Tipo, Université de Valence, Espagne.
Cette souche a été choisie pour sa robustesse et pour ses fortes capacités d’accumulations
lipidiques pouvant aller jusqu’a 70% (Ratledge, 1988). Ses conditions optimales de croissance
sont, sur milieu salin, une température de 30°C, un pH de 5,5 et des conditions de cultures
aérobies (Granger, 1992). De forme ovoide, R. glutinis se caractérise par sa couleur rose qui

apparait deés lors que la souche se trouve dans des conditions non optimales de croissance.

1.2. Milieux de culture
1.2.1. Milieu de conservation

La souche utilisée pour chaque expérimentation provient d’un stock obtenu par
congélation de fractions aliquotes d’une culture réalisée sur milieu riche (YPD), en phase de
croissance exponentielle. A chaque volume d’aliquote est ajouté un volume identique de
glycérol, servant a protéger les cellules. Ces échantillons placés dans une cryotube sont ensuite

congelés a -80°C.

1.2.2. Milieu de réveil de la souche

Le milieu Yeast extract Peptone Dextose (YPD) est un milieu riche utilisé pour
« réveiller » la souche. Il est utilisé sous sa forme solide (formulation avec agar) pour la
réalisation d’isolements en boites de Pétri. Il est aussi utilisé sous forme liquide (formulation

sans agar) pour la réalisation des premiéres phases de la préculture (Tableau 20).

Tableau 20 : Composition du milieu YPD.

Extrait de levure 10
Bactopeptone 20
Glucose 20
Agar 20
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1.2.3. Milieu salin initial

La composition du milieu salin utilisé pour les derniéres phases de précultures (cf.
paragraphe 3.1.2. page 88) ainsi que pour la culture en fermenteur de R. glutinis est récapitulée
dans le Tableau 21.

Tableau 21 : Composition du milieu salin.

Composés Concentration (g.L™?)
 Di-hydrogéno potassium phosphate 4,500
Sulfate de magnésium 1,710
Chlorure de calcium 0,018
Sulfate de fer 0,070
Sulfate de manganése 0,003
Chlorure de cobalt 0,025
Sulfate de zinc 0,016
Molybdate de sodium 0,001
Acide borique 0,010
Glucose 20,000
Ammonium mono hydrogéno phosphate 0,830
Ammonium sulfate 1,710
Cuivre sulfate 0,003
Chlorure de sodium 0,039

Acide orthophosphorique gsp pH5.5

Afin de minimiser au maximum les risques de précipitations, les oligo-éléments sont
ajoutés au milieu salin apres autoclavage (121°C, 20min) a partir de solutions cent fois
concentreées stérilisées par filtration de seuil 0,2 um. Par ailleurs, le pH du milieu, abaissé a 4,5
avant autoclavage est réajusté a 5,5 a 1’aide d’une solution commerciale d’ammoniaque une
fois le milieu stérilisé. Le glucose (20g.L?) et les vitamines sont ajoutés au milieu aprées

stérilisation a partir de solutions concentrées (cf. paragraphe 078).

1.2.4. Sels d’alimentations

Au cours de la culture, des sels d’alimentation sont ajoutés de manicre asservie a I’ajout

de source carbonee a raison de 10% en volume. La composition des solutions de sels concentrés
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respectivement utilisées pour les expérimentations en condition de croissance et en condition

d’accumulation lipidique sont récapitulées dans le Tableau 22 et le Tableau 23.

Tableau 22 : Composition des sels d’alimentation utilisés pour les expérimentations en conditions de

croissance.

~ Acide orthophosphorique 90,733
Magnésium Sulfate,7H,0 36
Calcium Chlorure, 2H,0 0,092
Fer Sulfate, 7 H,O 3
Manganese Sulfate, H,O 0,103
Cobalt Chlorure, 6H,0 1,49
Zinc Sulfate,7H.0 1,143
Molybdate Sodium, 2H20 0,301
Acide sulfurique 212 565
Cuivre Sulfate,5H,0 0,5
Sodium Chlorure 10
Acide orthoborique 0,035
Chlorure de potassium 55,83

Tableau 23 : Composition des sels d’alimentation utilisés pour les expérimentations en conditions

d’accumulation lipidique.

Composes Concentration (g.L™?)
Acide orthophosphorique 28,62
Magnésium Sulfate,7H,0 5,278
Calcium Chlorure, 2H,0 0,051
Fer Sulfate, 7 H.0 0,215
Manganése Sulfate, H,O 0,009
Cobalt Chlorure, 6H.0 0,158
Zinc Sulfate,7H20 0,078
Molybdate Sodium, 2H-0 0,036
Acide sulfurique 16,37
Cuivre Sulfate,5H20 0,009
Acide orthoborique 0,0025
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1.2.5. Solution concentrée de substrats, vitamines et régulation de pH

Le(s) substrat(s) carboné(s) glucose, xylose ou glycérol sont ajoutés au milieu de
maniére continue a I’aide de pompes. Les solutions sont concentrées (Tableau 24) afin de

minimiser au maximum le volume apporté au fermenteur.

Tableau 24 : Concentration des substrats d’alimentation.

Composés  Concentration (g.L %)

Glucose 700
Xylose 550
Glycérol 600

La concentration exacte de chacune des solutions de glucose et de glycérol est
déterminée aprés stérilisation par mesure de leur masse volumique a 1’aide d’un densimétre
(densimétre DE40, Mettler Toledo) et d’une table concentration-masse volumique (D.W. and
R. H. Perry, Perry’s chemical engineer’s Handbook. McGraw-Hill Professionnal). Etant donné
qu’il n’existe pas de table référencée concentration-masse volumique pour les solutions de
xylose, la concentration de la solution de xylose est déterminée par HPLC aprés dilution par
100.

Afin de satisfaire les besoins nutritionnels de la levure, les vitamines sont ajoutées au
milieu de culture (Tableau 25). Un volume de solution correspondant a 1% du volume de

culture est ajouté tous les 10 gx.L™* supplémentaires de biomasse catalytique.

Tableau 25 : Composition de la solution concentrée de vitamines.

Composés Concentration (g/L)

d-biotine 0,05
Panthoténate

Acide nicotinique 1
Thiamine hydrocloride 1
Acide p-amino-benzoique 0,2
Pyridoxol hydrocloride 1
Myoinositol 25

78



Matériel et méthodes

La régulation de pH est assurée par un apport d’une solution commerciale
d’ammoniaque (28%) pour les expérimentations en conditions optimales de croissance. Pour
les expérimentations en conditions d’accumulation lipidique, deux solutions sont utilisées pour
réguler le pH : une solution d’amoniaque a 10 mol.L™ utilisée lors de la phase initiale de

croissance et une solution de potasse & 10 mol.L lors de la phase d’accumulation lipidique.

2. Le fermenteur et le logiciel de commande et d’acquisition
2.1. Le réacteur instrumenté

2.1.1. Le fermenteur

La culture en mode discontinu alimenté est mise en ceuvre dans un réacteur (Braun,
biostat E, b. Braun diessel, biotech. Melsungen, Allemagne) de 20 litres de volume utile,

stérilisable sur site (Figure 22).

Figure 22: Photographie du montage expérimental.

L'agitation est faite par 1’action de trois turbines Rushton équi-réparties sur leur axe.
L’homogénéité du milieu est supposée parfaite. La présence de six piquages permet

I’instrumentation du réacteur.
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2.1.2. L’instrumentation

Le fermenteur est équipé d’une sonde température, d’une sonde a oxygene dissous
(Ingold, Urdorf, Suisse), d’une sonde pH (Fermprobe Broadley-James Co., Santa Ana, USA),
d’une sonde biomasse (Fogale Nanotech) d’un capteur de pression et d’une sonde de niveau de
mousse. La sonde a oxygene dissous permet de mesurer la concentration en oxygene dissous
du modt de fermentation et indique ainsi la nécessité de 1’ajustement manuel des conditions
d’agitation et d’aération de maniére a maintenir la teneur en oxygéne dissous au-dessus de 20%
de la valeur saturante. La sonde biomasse mesure la capacitance du modt de fermentation via

deux électrodes de platine, dont le signal peut étre corrélé a la concentration en biomasse viable.

Pour permettre un échantillonnage régulier du surnageant a intervalle trés rapproché
(15 min), un collecteur de fraction est installé sur une boucle de dérivation comprenant un
module de filtration tangentielle (0,2p) a I'intérieur duquel le moft circule grace a une pompe
péristaltique (Masterflex 77521-57) dont la commande de se fait via le logiciel détaillé dans le
paragraphe 2.

2.1.3. Les actionneurs

Les fermentations sont réalisées a température constante. Ainsi, la régulation de la
température est assurée par 1’intermédiaire d’une double enveloppe. L’eau y circulant est
tempérée selon deux systemes : un échangeur a plaques (refroidissement) et un bain chauffé
par résistance électrique. Ce dispositif rend possible la régulation de température méme aux
fortes exo-thermicités propres aux cultures a hautes densités cellulaires. La régulation du pH
se fait via deux pompes péristaltiques situées sur le module de régulation apportant
respectivement une solution basique (ammoniaque ou potasse) située sur une balance
(Sartorius, IP65, 1200g) et une solution d’acide ortho-phosphorique. Une troisiéme pompe
péristaltique permet lI'adjonction séquentielle (2 secondes) d'un anti-mousse (Struktol® J673)
suivant une détection continue de 4 secondes par la sonde antimousses dont la position est

ajustée manuellement en fonction de I’évolution du volume du mo(it de fermentation.
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2.1.4. Les alimentations

Les bidons contenant les solutions de substrats carbonés, d’alimentation en sels
concentrés et d’ammoniaque (pour les expérimentations en condition d’accumulation
lipidique) sont placés sur des balances (Sartorius 2200g, 52009, 16000g et 16100g Goettingen,
Allemagne), dont I’acquisition des masses se fait par I’intermédiaire du logiciel (cf. paragraphe
2.2. page 81). La détermination en ligne des masses autorise I’estimation et le suivi des débits
massiques de substrats et d’ammoniaque introduits dans le réacteur. Quatre pompes
péristaltiques (B. Braun FE4111, 3 Gilson Minipuls 3) sont dédiées a 1’ajout des substrats
carbonés, azoté et des sels concentrés dans le réacteur. Elles sont commandées par

I’intermédiaire du logiciel détaillé dans le paragraphe 2.

2.1.5. Lesgaz

Le débit massique de gaz entrant est mesuré par un débitmetre (modeéle 5850 TR,
BROOKS Instrument, Emerson Process Management, USA). La composition des gaz de sortie
préalablement séchés est mesurée par un analyseur a spectrométrie infrarouge pour le dioxyde

de carbone et un analyseur paramagnétique pour I’oxygéne (EGAS 8, B. BRAUN, Allemagne).

2.2. Acquisitions en ligne et logiciel de commande
2.2.1. Description

Tous les systemes de mesure en ligne et les actionneurs sont connectés a un ordinateur
de type PC par une interface Analogique / Digital — Digital / Analogique et des ports série type

RS 232. Les différents parametres pouvant étre suivis en ligne sont listés dans le Tableau 26.
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Tableau 26: Mesures en ligne avec leur mode de supervision et la précision des mesures.

Parametres régulés ou contrélés Mode de Supervision Précision

mesures

Température Mesuré et régulé 0,1°C

pH Mesuré et régulé 0,05 upH
Oxygene dissous Mesuré 0,1 % sat
Pression relative Mesuré et régulé 1 mb
Agitation Mesuré et régulé 1 rpm
temps de marche des pompes d’antimousse, acide et Mesuré et régulé ls

base

Masse pesée par les balances Mesuré de0,120,01¢g
Composition des gaz de sortie Mesuré 0,01 %
Débit massique d’aération Mesuré 0,1 NL.h?
Débit des pompes d’alimentation Commandé 0,001 L.ht
Dioxyde de carbone dissous Mesuré 0,2%

Ainsi, le module d’entrée-sortie permet I’acquisition en ligne des données des capteurs,
du temps de fonctionnement des pompes de liquides régulateurs de pH et d’antimousse ainsi
que la commande des pompes d’alimentation en substrat, tandis que la liaison asynchrone

reliant les balances au calculateur permet la lecture en ligne de la masse des réservoirs.

Le programme de gestion de 1’alimentation du réacteur en substrat a été développé au
sein de I’équipe Fermentation Advances and Microbial Engineering du Laboratoire
d’Ingénierie des Systémes Biologiques et des Procédés (Granger, 1992). Différents modes de
commande des débits des pompes (croissant ou décroissant) sont disponibles : constant,
linéaire, exponentiel et sigmoide (Figure 23). lls permettent des conduites adaptées a la culture.

Dans le cadre de ce travail, seuls les débits exponentiels ont été utilisés.
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Figure 23: Modes de consigne des pompes péristaltiques disponibles grace au programme de gestion de

P’alimentation du réacteur.

Ce logiciel effectue a chaque nouvelle acquisition de I’analyseur de gaz I’acquisition et
le filtrage des mesures ainsi que le stockage des données. Il permet 1’estimation de variables
calculées a partir des données disponibles en ligne (Tableau 27). Celles-ci permettent d’estimer

les bilans sur le carbone, I’azote et le degré de réduction généralisé.

Tableau 27 : Liste des variables estimées en ligne et leur unité.

Variable estimées [unit]  Variable estimées

Masse Substrat Ajout S1  [g] Vitesse 02 [mol.L.h?]
Concent. Equiv. S1 [g9.LY] Vitesse CO2 [mol.L%.h?]
Carbone ajout, S1 [mol.L Y] Crésiduel / Cajout [Cmol.Cmol ]
Carbone ajout, S1 [mol] Carbone résiduel [mol.L Y]
Volume réacteur [L] Azote total [mol]

u f( Substrat ) [h1 Azote / Carbone [mol.mol ]
pf( p0o2) [ Carbone ajout, S2 [mol.L 7]
pf(NH3) [ Carbone ajout,S2 [mol]

u f( CO2) [h4 Carbone ajout, total [mol]

Volume Base [mL] Carbone ajout, total [mol.L Y]
Volume Acide [mL] Carbone Accu. total [mol]

Vitesse 02 [mol.h] Carbone Accumulé total ~ [mol.L™Y]
Vitesse CO2 [mol.h?] Caccum/Cajout [Cmol.Cmol ]
Coefficient Respiratoire  [/] Redox accumulé 1

K.a [

Intégrale O2 [mol]

Intégrale CO2 [mol]
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Le taux de croissance est estimé de trois maniéres différentes, a partir de la
consommation des liquides correcteurs de pH, de I’oxygene ou de la quantité de dioxyde de
carbone produit. Le volume réactionnel est estimé a partir du volume initial, des volumes
prélevés et des volumes ajoutés. La précision des variables estimées en ligne est liée a la

précision des outils de mesure et des étalonnages effectués.

2.2.2. Calculs des consignes d’alimentation.

2.2.2.1. Calculs des consignes d’alimentations en conditions de croissance
2.2.2.1.1. Débit exponentiel d’une source carbonée

Dans le cas ou la source carbonée est limitante pour la croissance et que la concentration
résiduelle en substrat est constante, le taux de croissance est constant, selon le formalisme de

Monod. La vitesse spécifique de croissance s’écrit alors :

M

qs = Ys/x + m (Equation 8),

avec Yy le rendement théorique limite et m le coefficient de maintenance.

Le bilan de matiére sur le réacteur s’écrit selon I’équation suivante :

_d(S.V):V'd_SJrS'd_V:_( H +m).X.\/+d—V.SA
dt dt dt Ys/x dt

(Equation 9)

avec S la concentration en substrat (Cmol.L™), V le volume du fermenteur (L) et Sa (Cmot.L ™)
la concentration équivalente en substrat dans I’alimentation tenant compte des autres volumes

apportés de maniere proportionnelle (alimentation en sel et en substrat B).

La variation du volume de culture prenant en compte les volumes de substrats ajoutés s’écrit :

aw .
% = Q(t) (Equation 10).
L’équation 9 devient alors :
d(s. t .
fjt ) :_(Y“ +m).X.+%.(SA —S) (Equation 11).
S/ X
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Or, la variation de concentration en substrats est supposée nulle. Par ailleurs, 1’équation bilan

pour la biomasse s’écrit :

d(xv) _

Fraai = pXV (Equation 12).

Si le taux de croissance est constant, la solution est alors :

XV (t) = X,Voe"t (Equation 13).

d(S.):_( U

d SIX

W s,

Ainsi, +m).X.+—= —S) =0soit

Q) = (— + )XOVO@ll (Equation 14).

SIX

Si p est constant, le rendement en biomasse s’exprime par la relation
Rs/x=p/(n/Ys/x+m) et peut étre considéré comme constant, et S négligé devant SA, 1I’équation

du débit peut étre approchée par :

Q(t) = RL X°V°e (Equation 15).
Au temps t=0, I’équation 15 s’écrit :
0, = no XoVo
° Rsx' S

XoV
dans laquelle M, = R" 2
S/X

représente la quantité totale de substrat consommé depuis le début

de la culture, ou de la préculture en supposant le rendement constant. Cette valeur est donc
connue ou mesurable. Ainsi, 1’équation de débit permettant d’obtenir une croissance

exponentielle pendant une durée t devient :

Q) = Qoe** (Equation 16).

2.2.2.1.2.Débit exponentiel de deux sources carbonées

Lors d’une culture en co-substrat, le débit total d’alimentation en carbone peut étre
déterminé selon les équations 8 et 9, et, a partir des masses molaires en Cmol des substrats et du
ratio Substrat:/Substratitar SOUhaité, les débits relatifs a chaque substrat sont calculés. Le flux

total de carbone s’écrit :
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o)) Carbone q) Carbone e ut

® (Equation 17)

(D%a)rbone = LC AU (Equation 18).

On note rc le ratio en carbone relatif a I’apport en substrat 1 (S1) et en substrat 2 (S2).

s1
Ic = W (Equation 19)

cI)Carbonei 1—‘C |J C ajout

(0)
Soit 1+Te (Equation 20)
cI)C.'al)rbonesz ; 1 ucaiOUt
ot +1c (Equation 21)
I'c 1 jout . put
Q(t) 14T " ¢ carbone HCH e
Soit C “Alims1 (Equation 22)
1 1 -
S2 ajout 1t
Q(t) - 1+T 'Cca_rbone uC et
ot C “Alms2 (Equation 23)

L’apport total en carbone est réajusté manuellement afin de maintenir une concentration
en glucose limitante nécessaire a 1’assimilation du co-substrat. Les débits d’alimentation de
deux substrats sont alors déduits des équations décrites ci-avant. La co-consommation des

substrats peut étre vérifiée en ligne par le suivi du rapport :

Carbone _ 4 CO2
0 )
Carbone
0

Equation 24

qui doit demeurer inférieur au rendement théorique limite de référence sur glucose Y& .

2.2.2.1.3.Débit exponentiel de la solution saline.

Le débit de la solution saline est fixé a un dixiéme du débit d’alimentation total en

substrat pour les phases de croissance pure. Ce facteur correspond a un rendement théorique (
Y t;'( ) en biomasse de 0,6 Cmol.Cmor ™. Il st révisé en cours de culture en fonction du rendement

carbone réellement mesuré en ligne par :
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1 mesuré
—. Sxth .Equation 25
10 YSX

2.2.2.2. Calculs des consignes d’alimentations spécifiques aux conditions d’accumulation
lipidique
2.2.2.2.1.Calculs du débit de la solution d’ammoniaque

. . g d ALz s
Le taux de croissance en phase d’accumulation lipidique (“pro ) est contrdlé par le flux d’apport

en azote (ammoniaque). Le débit de 1’alimentation est déterminé par 1’équation :

d E .
QY = NH3 gy (P00 (Equation 26)

d NH cons ;
avec Q)3 =P ,ﬁ (Equation 27)
M \H3

ot NH;™ est la quantité d’azote consommée lors de la rentrée en carence et M ,\f“e_fg la

molarité en ammoniac dans la solution d’alimentation.

2.2.2.2.2.Calculs du débit de la solution saline

L’asservissement du débit de la solution saline est fixé selon 1’équation 28.

M Subs M feed .
Qur = 1 Qs ZCmole TENHS. (Equation 28)
10 YSX Ex 'SAIim

N . . .
avec €y égal au ratio N/C dans la biomasse catalytique.
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3. Mise en ceuvre des expérimentations

3.1. Mise en ceuvre des fermentations

3.1.1. Préparation de 1’expérimentation

Plusieurs étapes de préparation ont lieu avant le début de I’expérimentation. Il s’agit

tout d’abord d’instrumenter le réacteur, de vérifier le bon fonctionnement des sondes et de

procéder a leur étalonnage. En parall¢le, les débits métres massique, 1’analyseur de gaz et le

capteur de pression sont Vérifiés et étalonnés. Le réacteur est ensuite stérilisé sur place. Il est

ensuite nécessaire de réaliser I’étalonnage des pompes d'ajout de substrat, et d'apport de milieu

salin, et de déterminer le débit de régulation du pH (pompes acide et base) Les différentes

solutions et le petit matériel (solution saline, de la solution concentrée en glucose, du réservoir

de liquide correcteur de pH, de l'antimousse, des tuyaux nécessaires aux différentes

alimentations, des piquages inox, les fioles d’Erlenmeyer bafflées) sont stérilisés a l'autoclave

(121°C, 20min). La masse volumique des solutions de substrat stériles est déterminée afin d'en

déduire les concentrations réelles en solutés.

3.1.2. Phases de précultures

Les phases de précultures satisfont le déroulement suivant (Tableau 28).

Etalement sur boite de
pétri (milieu gélosé
YPD) d’une suspension
stock de glycérol.

Incubation 48h a 30°C.

Tableau 28: Phases de précultures

Tube stérile (5mL milieu
YPD)

Inoculation a partir d’une
colonie isolée sur boite
Incubation 12h & 30°C

sur table agitante.

Fiole d’erlenmeyer
bafflée stérile 1L (50mL
de milieu YPD)
Inoculation a partir d’un
tube (5mL).

Incubation 12h a 30°C
sur table agitante (100
RPM).
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Fiole d’erlenmeyer
bafflée stérile 5L (100mL
de milieu synthétique,
source  de  carbone
glucose).

Inoculation a partir de
I’erlen précédent
Incubation 12h & 30°C
sur table agitante (100

RPM).
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3.1.3. Cultures : mise en ceuvre et stratégie de conduite.

A T’issue des phases de précultures, le réacteur est inoculé a 10% en volume. La
concentration en biomasse initiale est la plus faible possible (autour de 0,5 gL™?) afin de
minimiser les interférences des acquis métaboliques potentiels durant les phases de précultures.
Qu’il s’agisse des expérimentations réalisées en conditions de croissance ou d’accumulation
lipidique, a partir d’un seul ou de deux substrats, les apports en carbones sont faits de telle sorte
qu’ils soient limitants. Ainsi, lors des expérimentations en condition de croissance, la
croissance de la biomasse est gérée par la maitrise du taux de croissance via une limitation par
le carbone. Par ailleurs, lors de 1’apport de deux sources carbonées, pour permettre la co-
consommation, une seconde limitation intrinséque a 1’apport total en carbone est mise en place
de telle sorte que le flux de glucose soit limitant pour permettre la consommation du deuxiéme

substrat.

La conduite de culture en condition d’accumulation lipidique repose sur la maitrise du
flux d’azote, facteur d’induction de 1’accumulation utilisé¢ dans les expérimentations mises en
ceuvre. Dans ce cas, le taux de croissance de la souche est fix¢é par le flux d’azote, apporté de
maniere limitante. C’est alors la maitrise coordonnée des flux d’azote et de carbone qui permet
d’une part le maintien d’une croissance cellulaire et, d’autre part la direction du flux de carbone

excédentaire vers I’accumulation lipidique.

4. Méthodes analytiques

4.1. Suivi de la biomasse totale et caractérisation de la croissance

4.1.1. Détermination de la biomasse catalytique

La biomasse catalytique est la biomasse metaboliquement active ou cultivable. Elle se
définie comme la biomasse totale privee des produits intracellulaires accumulés dont les

quantités respectives sont déterminés d’apres les mesures et dosages décrits ci-dessous.

4.1.2. Mesure de la densité optigue

L’évolution de la densité cellulaire est suivie par spectrophotométrie. La mesure est

effectuée a 620 nm (spectrophotometre Hitachi® U-1100) dans une cuve en verre de 2 mm de
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trajet optique. La suspension cellulaire est préalablement homogénéisée a 1’aide d’un vortex
et, si nécessaire, diluée de fagcon a obtenir une densité optique comprise entre 0,05 et 0,5 unités

d’absorbance.

4.1.3. Réalisation de masses séches

La concentration en biomasse séche, exprimée en g.L™, est mesurée par une méthode
gravimétrique. Un volume connu de culture est filtré a 1’aide d’une pompe a vide sur une
membrane Sartolon polyamide 0,45 pm (Sartorius®) préalablement séchée et pesée. Apres
filtration et rincage a 1’eau distillée, la membrane est séchée a 1’étuve a 60°C sous vide (200
mm de Hg) pendant 48 h, puis pesée. Ainsi, la différence de masse avant et aprés filtration de
la suspension cellulaire rapportée au volume traité permet de déterminer la masse séche

cellulaire en g.L™.

4.1.4. Microscopie

L’observation microscopique, faite sur un appareillage Olympus Bh2, Japon équipé
d’objectifs DplanApol0UVPL et DApol100UVPL, permet de controler la mono-axénie de la
culture, de déceler d’éventuelles modifications morphologiques, de constater la formation des
corps lipidiques. L’acquisition des images est effectuée par une caméra CCD DXM 1200,
Nikon, Japon. Elles sont numérisés sous un format 975*715 pixel avec la carte graphique
Matrox 975-0201. La résolution du systeme d’acquisition permet d’observer des détails de la

taille de 0.2 pm.

4.2. Analyse des substrats et métabolites extracellulaires par HPLC

Le dosage des concentrations en substrats résiduels (glucose, xylose, glycérol) et des
éventuels metabolites extracellulaires (xylitol) est effectué par chromatographie liquide haute
performance. Il s’agit d’'une HPLC Waters alliance 2690 (Tableau 29) équipée d’une pré-
colonne Biorad de type Carbo-P et d’une colonne 87 H Sigma (Tableau 30). Les conditions
d’analyses sont récapitulées dans le Tableau 31. Avant analyse, chaque échantillon est filtré
sur un filtre en polyamide de seuil 0.2um. La détermination de la concentration des métabolites

est faite a partir d’une courbe de calibration.
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Tableau 29 : Caractéristiques de ’HPLC Waters

Paramétres Conditions ‘

Echantillonneur, pompe et four Chromatographe (WATERS®, Alliance 2690)
Détecteur | réfractométre (WATERS® 2414)

Détecteur || détecteur UV a barrette diode (WATERS® 996)
Volume d'échantillon injecté 20 uL

Logiciel d'acquisition et de traitement des donnees  jjlenjum 3.2 (WATERS)

Tableau 30 : Caractéristiques de la colonne 87 H Sigma

Dimensions 300mm*7,8mm

Forme ionique de la résine Hydrogene

Support Copolymere sulfoné de styrene divinyle benzéne
Taille des particules 9um

Pression maximale 1500 Psi

Débit maximal a la température maximale 1,0mL/min

Température maximale 65°C

Phase mobile H>SO4 5mM

Intervalle de pH 5-9

Tableau 31 : Conditions d’analyses
Température du four 50 °C
Débit de la phase mobile ' 0,5 mL.min!

Durée 30 min

4.3. Analyse des métabolites intracellulaires

4.3.1. Extraction et analyse des lipides

Le dosage des lipides accumulés est effectué selon la méthode développée au sein de
I’équipe FAME par Julien Cescut (Cescut, 2009). L’analyse des lipides intracellulaires
nécessite les étapes de préparation de 1’échantillon, extraction, purification et analyse. Il est a
noter que du fait de 1’utilisation de solvant organique, tous les contenants utilisés sont résistants
aux solvants et leur manipulation se fait sous une hotte chimique. Par ailleurs toute la verrerie
utilisée pour I’extraction de lipides est préalablement rincée a 1’acide nitrique a 10%, pour la

laver d’éventuels lipides contaminants.
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4.3.1.1. Préparation des échantillons

Avant toute analyse, les culots d’échantillons expérimentaux, stockés au congélateur
apres centrifugation lors de I’échantillonnage, sont rincés trois fois a selon le cycle suivant :
re-suspension du culot dans 5 volumes d’eau déminéralisée glacée, centrifugation du mott de
culture a 5000 g a 4°C pendant 10 min, élimination du surnageant. Les échantillons lavés sont
ensuite congelés a -80°C puis lyophilisés (lyophilisateur Christ LCG, Alpha 2-4 LD plus)
pendant 5 jours. Les lyophilisats peuvent étre conservés plusieurs jours avant analyses dans un
dessiccateur aux parois opaques contenant du Silicagel (Prolabo ; 27615.291), sous atmosphére

azote.

4.3.1.2. Extraction des lipides

L’extraction des lipides est faite par Accelerated Solvent Extraction (Accelerated ASE
200, DIONEX, Californie, USA). Le principe de I’extraction repose sur I’injection de solvants
dans I’échantillon sous pression (le gaz vecteur est I’azote pour éviter 1’oxydation des lipides)
et haute température (Tableau 32 et Tableau 33). Ainsi, 500 mg de lyophilisat sont introduits
dans une cellule d’extraction de 11 mL auxquels sont ajoutés 2 g d’hydromatrix (VARIAN,
Californie, USA). L’hydromatrix évite que le lyophilisat de levure ne se compacte en fixant les

éventuelles traces d’eau.

Tableau 32 : Cycles mis en ceuvre lors de ’extraction par ASE.

Méthanol  Chloroforme

A 1/3 2/3 0
B 1/2 1/2 0
Cc 2/3 1/3 0
D 0 0 1
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Tableau 33 : Paramétres de I’ASE pour I’extraction des lipides

Parametres Valeur

Nombre de cycles 4

Répétition de chaque cycle 4

Pression 100 bar
Température 100 bar
Durée totale de I’extraction 60 min

% renouvellement du solvant | 100%

% de purge 100%
Temps de purge 60 s
Phase de chauffage 15 min
Phase statique 15 min

A I’issue des 4 cycles d’extraction appliqués a chaque échantillon, les lipides dilués

dans les solvants organiques sont récupérés dans des vials.

4.3.1.3. Purification

Les extraits lipidiques peuvent potentiellement étre contaminés par des protéines et des
débris cellulaires. Apres évaporation des solvants d’extraction a 1’aide d’un évaporateur rotatif
multiposte (Genevac 2Z+), la purification des extraits lipidiques est effectuée par ajout a
I’échantillon d’un volume d’une solution de KCI a 0.88% (m/V) et d’un volume identique de
chloroforme. Ainsi, deux phases se forment : la phase aqueuse contenant les débris cellulaires
et la phase organique contenant les lipides. Apres séparation des phases par centrifugation (5

min, Génévac 2Z+), la phase aqueuse est éliminée.

4.3.1.4. Evaporation

La phase organique est évaporée grace a un évaporateur rotatif multiposte (programme :
mixed solvants, Genevac 2Z+), sous vide et a température ambiante.

4.3.1.5. Analyse des lipides extraits
4.3.1.5.1. Détermination de la masse

La teneur en lipide est calculée par différence de masse entre le vial d’ASE vide et le
vial d’ASE avec I’extrait lipidique pur. Cette masse est rapportée a la masse de lyophilisat

utilisé pour I’extraction.
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4.3.1.5.2. Caractérisation des acides gras totaux par GC-FID.

L’analyse de la composition en acides gras totaux se fait par chromatographie en phase

gazeuse couplée a un détecteur FID (Tableau 34 et Tableau 35).

Tableau 34: Conditions opératoires de la caractérisation des acides gras par chromatographie en phase

gazeuse.
Echantillonneur, pompe et four ~~ HP 6890 Series GC system
Détecteur FID
Logiciel d'acquisition et de traitement des données ~ Chromeleon (DIONEX)
Colonne CP-Select CB for FAME fused silica WCOT
Température de I’injecteur 50m*0.25mm*0.25um (VARIAN)
Température du four 50°C
Température du détecteur Programmation (cf.
Durée de l'analyse Tableau 35)
Phase mobile 310°C
Débit de la phase mobile 37min
Volume d'échantillon injecté azote
Split 40 mL.mint
luL
20
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Tableau 35 : Gradient de température du four mis en ceuvre lors de I’analyse par GC-FID des acides

gras totaux.

n° de rampe Vitesse °C.min! Température (°C)  Pallier a

température fixe

(min)
0 - 50 -
1 15 140 -
2 6 190 -
3 8 240 -
4 29.99 290 -
5 40 275 5

L’analyse des échantillons par GC-FID nécessite une étape préalable de dérivatisation
afin de rendre les lipides volatils pour une analyse en phase gazeuse. Elle se fait par méthylation
de la fonction carboxylique des acides gras libres ou estérifiés via 1’action du
trimethylsulphonium hydroxide (TMSH) a 0.2N dans du méthanol. L’efficacité de la réaction
est supérieure a 99.5%. La quantification des acides gras libre se fait par la méthode de 1’étalon
interne avec I’acide décanoique (C10:0). Ainsi, les vials de GC sont préparés par mélange de
50 pL d’étalon interne, 50 uL. de TMSH et 50uL de I’extrait a quantifier resuspendu dans du
méthanol de telle sorte que la concentration en lipides totaux soit comprise entre 0.5 a 2 gac.L”
1 Aprés 10s d’agitation et 20 min de repos a température ambiante, le mélange peut-étre

injecté.

Une gamme étalon allant de 0,5 a 2 gac.L ™ est réalisée pour les acides gras majoritaires
identifiés chez R. glutinis a savoir I’acide palmitique (C16:0), I’acide palmitoléique (C16:1),
I’acide stéarique (C18:0), I’acide oléique (C18:1), I’acide linolé¢ique (C18:2) et I’acide
linolénique (C18:3).

4.3.2. Dosages des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux intracellulaires est effectué selon la méthode phénol-acide
sulfurique (Dubois et al.,1956) sur les culots d’échantillons préalablement lavés trois fois a
I’eau déminéralisée glacée et dilués pour se situer dans une gamme de DO comprise entre 0,05
et 0,5 unités d’absorbance. Dans un tube a essai, sont introduits 0,5mL d’échantillon, ImL de

solution de phénol a 5% (V/V) et 5mL d’acide sulfurique concentré a 95-97%. Le tube est agité
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au vortex puis mis a incuber dans un bain marie a 50°C pendant 1h (la durée d’incubation a été
doublée par rapport au protocole développé par Dubois, afin de pallier a la résistance a
I’hydrolyse des cellules de R. glutinis). Apreés refroidissement des tubes dans de la glace
pendant 20min, la DO du mélange est mesurée a 486 nm. La lecture de I’absorbance se fait
avec un lecteur micro-plaque (Biotek Syergy HT). Les résultats sont exprimés en grammes
¢quivalents de glucose par litre a partir d’'une gamme étalon de glucose et mannose en

proportions égales allant de 0 4 0.1g.L.*!
4.4. Analyses CHONPS

L’analyse de la composition élémentaire de la biomasse en éléments Carbone,
Hydrogéne, Oxygéne, Azote, Phosphore et Soufre a été confiée au Service Central d’ Analyses
du CNRS a partir d’échantillons lyophilisés.

4.5. Calcul de l1a consommation d’azote

La consommation d’azote est calculée sur un intervalle de temps a partir du débit de la

pompe du feed de la solution d’azote, a savoir selon la formule :

NH NH
Q(t) 3 X Mfeefl X At

5. Traitement des résultats
5.1. Analyse des Gaz de culture

L’activité métabolique de la biomasse peut étre corrélée a I’évolution de la composition
des gaz de sortie du réacteur. Afin de quantifier les vitesses de consommation d’oxygene et de
production de dioxyde de carbone, un bilan des gaz est réalisé sur le systéme réacteur illustré

par la figure 24.

96



Matériel et méthodes

Analyseur de gaz

. Phase gaz, sortie
Aération analyseur
Phase gaz, entrée N,®
aération 0,°
N CO,s
O,k
CO,

Phase liquide

Gaz dissous
OZ

Co,
NZ

Figure 24: Schéma du systéme réacteur illustrant ’entrée et la sortie des gaz associées aux variables

utilisées pour le calcul des bilans gazeux.

5.1.1. Bilan pour un composé A du gaz

L’équation de conservation de la matiere pour la phase gazeuse et la phase liquide peut

s’écrire : Accumulation = [entrée — sortie]sux + [production - consommation]reaction SOt

mathématiquement : 9 (Paissous Vi) d(Aga; Vg)

= 0% = (Qe-Ac ~Qs.A) + iy, (Equation 29)

avec Vet Vg : les volumes liquide et de gaz dans le réacteur, exprimés en litres (déterminé par
le calcul des moles de volume mesurées/volume molaire relatif a la pression et a la température
de travail), Qe et Qs les débits gazeux a 1’entrée et & la sortie du réacteur en mol.h™! (déterminés
a partir du débit mesuré en nL.h! divisé par le volume molaire correspondant a la pression et

a la température de travail), Ae et As les fractions molaires de 1’espece A dans les gaz d’entrée

. . t . . .
et de sortie du réacteur et r,Ee la vitesse nette de réaction. On regroupe sous le terme de flux

de transfert global (®a), le terme d’accumulation dans la phase liquide ainsi que le terme de

production ou de consommation nette.

d(A

gaZ'Vg)

it =(Qg.A° —Q,.A%) + @, (Equation 30)
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(DA — d(Adisaotus 'VI ) + r,{\m 'VI
avec
(DA + d(VL'Adissous)
dt
VL

r . . .
avec A la vitesse nette de conversion décrite par ', =

5.1.2. Azote

L’azote moléculaire n’étant pas métabolisé par le microorganisme, il ne subit qu’un
phénomene de transport au sein de la phase liquide sans conversion. Etant tres peu soluble dans

la phase liquide (solubilité & 15°C & pression atmosphérique 22.10° mol.LY), le terme

d (NZQdissous 'VL)

g peut étre négligé. Le flux global de transfert d’azote peut donc lui aussi étre
t

négligé. Avec ces hypothéses, il est possible d’estimer le débit de sortie Qs d’apres la mesure

du débit d’entrée Qe et les compositions en azote NoF et N,° des gaz d’entrée et sortie.

d(V, x N£)
— T

Qe xN;
Qs = dt

S
N, (Equation 31)

5.1.3. Oxygene

Les flux du transfert du dioxyde de carbone et de I’oxygéne peuvent étre exprimés par :

d(V, xCO;
COZZM_QEXCOZHQSWOZS '
t (Equation 32)
dv, x0;
ozzM_QExozE"'stozS )
dt (Equation 33)
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D’apres 1’équation de conservation de la matiere pour la phase gazeuse et la phase liquide

(Equation 29), on peut écrire :

Soit mathématiquement :

d(Adissous 'VL) + d(AgaZ 'Vg)
dt dt

= (Qe Az —Qg.Ag) + ety (Equation 34).

Du fait de I’absence de phénoméne biologique dans la phase gazeuse, on obtient:

d(©,°Vy),, _d(©O5"V))
dt ’ dt

_ net
ro2 - ‘_ ro2

= (QEOZE _QSOZS -

)/V, (Equation 35)
|

En égalant les flux de transfert gaz-liquide, nous obtenons :

Vg_cbgj = _V|.q)|oz (Equation 36),

g-l
avec % . densité volumique de flux de transfert de la phase gazeuse vers la phase

liquide, et,

S dis . .

QEOZE _Qsos - 3
d (Equation 37)

On en déduit la vitesse de consommation volumique en oxygeéne,

do S dodis
2 Vg _

fo, = Q05 -Q,0; - St d'i "AIAY (Equation 38)
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Pour ce qui est du transfert il faut connaitre la fraction molaire en oxygéne dans les gaz

quittant le modt de fermentation O

do,°Vv
QS.(OZF —025)= (th 9 (Equation 39),

.1 do,%V
soit 02 :Q_s dt
(pOZF - pOE)HOZ

OF.H _OdiS
|n(Io 20 2
pO; .Ho, -0;"

Y

S .
+0; (Equation 40)

On a ensuite grado, = (Fyferling, 2007) Equation 41,

10°6c°

s 0,2094

avec Ho, la constante de Henry déterminée d’apres H avec C° la solubilité de

’oxygene (umol.L 1) calculée selon 1’équation établie par Benson et al. :

InC® =-135.29996 + 1.572288 X - — 6.637149 X —_ + 1.243678 X —- —

1011 12.142

- — (0.02573 — =

8.621061 X + 2.3631 X i: X S (Equation 42)
T

avec T latempérature (en °K) et S la salinité (en gse .L ™) & pression atmosphérique P = 101325

Pa et oxygene atmosphérique soit une pression partielle en oxygéne égale a Poazir =101325.03"

(Pa) (Benson et Krause, 1984).

1 (QEOZE _QSOZF)
gradoO, ' A

etk a= (Equation 43)

5.1.4. Dioxyde de carbone

L’expression de la vitesse de production de COz est :

d(COY, )

(Dcoz - dt

Mo, = Vv
! (Equation 44)
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Toutefois, le dioxyde de carbone présent dans la phase liquide peut se dissocier sous
différentes formes :

CO,y + H,0<>H,CO, <>HCO; + H" «<>CO} +2H" (Equation 45)

Comme 1’acide carbonique se dissocie de fagon pratiquement instantanée, H>CO3 et

CcO2- sont minoritaires. Ainsi, I’équation régissant les équilibres du dioxyde du carbone dans
les mo(ts de fermentation étudiés peut étre réduite a :

CO,4 +H,0 <> HCO; + H™ (Equation 46).

La constante d’équilibre de cette dissociation est dépendante de la température et de la

salinité du milieu de culture :

log,0K; = —3633.86/T + 61.2172 — 9.6777 X LnT + 0.011555 X S — 0.0001152 X §2
(Equation 47)

Au vu de la forte solubilité du dioxyde de carbone, il est généralement admis que, pour
les cultures microbiennes, la concentration en CO: dissous est en quasi-équilibre
thermodynamique avec la phase gazeuse. Selon la loi de Henry, la concentration en CO:
dissous peut étre estimée proportionnelle a la pression partielle en CO, au-dessus du liquide

dans le gaz effluent :

CO4® = pCO;J .Hco, (Equation 48),
avec HCOZ la constante de Henry pour le CO2 qui suit la loi suivante :

InHgo, = 9345.17/T-0.2409 + 23.3585 * In(T/100) + (0.023517 — 2.3656 x 10 —

4T + 4.7036 X 10 — 7T?) x S. (Equation 49)

La quantité totale de CO> dans le milieu (ou carbone inorganique total CIT) est donc
donnée par 1’équation suivante :

xkCOyy P

CIT = COg +HCO; =COyy +—-7 oF

K . .
,HCO2 L+ 10+p|_|) (Equation 50).
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Toutefois, il a été mesuré dans 1’équipe FAME que I’hypothése de 1’équilibre
thermodynamique n’était pas vérifié et que la pression partielle en dioxygene dissous pouvait
étre de 1,5 a 2 fois plus élevée que la pression partielle mesurée dans les gaz effluents. Cette
constatation est également reportée dans la littérature sans explication mécanistique

satisfaisante a ce jour (Hiltbrunner et Zizek, 2006).

Compte tenu de cette réalité expérimentale, le CIT dans la phase liquide sera estimé

moyennant un facteur correctif ( FCCOOS ), soit :
CIT=F3'.P_r.H .(1+—Kl )
€92 Teoy T ez 10~P" 7 Equation 51
S
1 dCO,’V
avec COj =——>-21CO;
Q, dt
d CodissouV
(I)COZ _ ( 2s | )
oo dt.
co2 = Vv ) _ ) )
D’apres I’ ! (Equation 44, la vitesse de production de dioxyde

de carbone sera évaluée par

d(CITV,) | d(COJ Vy)
dt dt

(Qs.CO; —Q¢ .COz ) +

fco, =
Vi Equation 52

5.2. Variable volume

Afin de pouvoir exploiter les mesures des dosages, exprimées en quantité de matiere
par unité de volume, on s’affranchit des variations du volume réactionnel dues aux différents
apports et prélevements, en travaillant sur les grandeurs massiques ou molaires. Pour une
variable ouverte, la relation permettant de relier les grandeurs exprimées en densité volumique

par rapport aux grandeurs massiques est la suivante :

dlev) dv de N
=e.—+V.—=r-V+o-V=r-V+0 Equation 53).
dt dt gt £ T ¥E E E (Eq )

102



Matériel et méthodes

L’estimation de 1’évolution du volume de culture Veur dépend des différents volumes apportés
ou soutirés sur le systeme :

- Volume initial Vo

- Volume de sels ajouté Vseis

- VVolume de liquide correcteur de pH VpH

- Volume d’eau évaporée Vevap

- Volume prélevé V.

- Volume solution d’alimentation substrat Valim

Afin de prendre en compte les variations de volume correspondant a I’apport de la

source carbonée et sa conversion en phase solide (biomasse), la solution d’alimentation est

dissociée en eau et fraction organique convertie qui définit un volume équivalent (Vequi)

Vequi =VHZO +VX,P (Equation 54)
VHZO =V aim-(Patim = Satim) (Equation 55)
Ve = aMaim —Vi0)-0=Ysco,) (Equation 56)

Paiim - Masse volumique(kg/l)
S.;i - Concentration alim (kg/l)
Y co, - rendement (g/g)

alim

a : coefficient correcteur

L’évolution temporelle du volume est calculée selon 1’équation :

Ve =Vo + 2 AV e + DAV 00 + DAV o — 2 AV ey — DL AV (1, (EQUALION 57)

L’équation 57 est I’estimation du volume de culture. Le coefficient & est ajusté en

égalant le volume expérimental mesuré en fin de culture a celui calculé.

Selon I’équation 29, les vitesses réactionnelles peuvent étre calculées avec :

t
d(eqy V) —I(DE)
0

Equation 58.
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Une autre approche consiste a s’affranchir des prélévements (faisant varier la quantité
de matiére sans modifier la densité volumique) et de recalculer un volume théorique de culture

prenant en compte uniquement les facteurs de dilution

% =rc + Qg — e,d_v,i Equation 59

dt dt V
Lors d’un prélévement o = Pe _ e,d—v_i : Equation 60
\% dt Vv

Sur un intervalle de temps dt (pris suffisamment petit) la variation de volume hors

prélévement est :

d (\/) =d (\/sels) +d (\/équi) +d (\/pH ) —d (\/évap) (Equation 61)

Le facteur de dilution a un instant t s’exprime :

Fy(t) =1+ M (Equation 62)
(t-1)

Le volume théorique a un instant t s’écrit :

Vinao (1) = Vs (t=1) x Fy (1) , avec Vi (t=0) =V, (Equation 63)

Pour une variable fermée on calcule la quantité de grandeur E (€e') permettant

d’accéder a la vitesse nette molaire ou massique de réaction :

. thé : e
e'=eV™ =>r= ot (Equation 64)

Pour les gaz, la vitesse théorique est definie comme :
théorique

Ige (Mole.n ™) = rfe™® ———(mole.h™)  (Equation 65)

ot ,
g V mesuré
Pour les variables ouvertes , on calcule le substrat théorique consommé :

t v, e .
t) mesuréy, thé .., s )
s V(t) quiconduita F's=—— (Equation 66)

ST dt
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Les differentes données brutes sont traitées avec le logiciel de lissage et réconciliation
LIREC développé au laboratoire. Les courbes sont, dans un premier temps, lissées selon un
algorithme de spline sur une fenétre glissante par ajustement des polynémes sur le critére des
moindres carrés. Ce logiciel permet d’obtenir une continuité de la valeur lissée, de sa dérivée
premiére et éventuellement de sa dérivée seconde. Le logiciel de réconciliation des vitesses
réactionnelles calculées a partir des données lissees permet de deceler des défauts dans les
bilans élémentaires (C, H, O et N) et redox et d’estimer I’évolution la plus probable des
variables en satisfaisant ces bilans. Le logiciel permet, par ailleurs, d’attribuer une certaine
confiance aux données expérimentales afin qu’il modifie préférentiellement les variables sur
lesquelles un doute existe. Les données réconciliées résultent de 1’intégration des vitesses
réactionnelles satisfaisant a la contrainte de conservation des éléments. A partir de ces données
réconciliées, d’autres calculs peuvent étre réalisés tels que les vitesses spécifiques et les

rendements.
5.3. Vitesses spécifiques, rendement et coefficient respiratoire

Les calculs sont exprimés en moles de carbone (Cmor). La Cmol Se définit comme le
nombre de moles d’une molécule calculé par rapport a une unité de carbone. Ainsi, le glucose
dont la formule chimique globale est CeH1206 a en Cma la formule suivante : CH-0. 180 g de
glucose représentent donc 1 mol et 6 Cmo. L’utilisation de la Cmor st primordiale lors de

cultures en co-substrat car elle permet de comparer les apports des différents substrats.

qci est vitesse spécifique de réaction de la variable Ci (unité de Cmoli.g-1.h-1), elle s’exprime :

net
dg; = Xi (Equation 67),

cat

avec rc; : vitesse nette de réaction pour la variable Ciet Xcat la concentration en biomasse.

La vitesse spécifique réelle qui correspond a la vitesse de réaction ramenée a une unité de

biomasse catalytique notée : g, = Xre (Equation 68).
cat

La vitesse spécifique de croissance [ s’exprime en ht :

rXcat ( H
= XL (Equation 69).
H Xcat
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Le rendement de conversion du substrat en I’élément Ci s’écrit (en Cmol.Cmol ™) :
C,S

AC, . .
= —1 (Equation 70).
AS (Eq

Feo,

Le coefficient respiratoire s’exprime: QR = (Equation 71).

Io,
5.4. Bilans élémentaires
5.4.1. Bilan carbone

Pour le bilan carbone, seuls interviennent les composés carbonés quantifiés en Cmol.

La conservation du carbone correspond a : carbone consommé = carbone produit.

SOit substrat 1 +Isubstrat 2= I+ MNipidest I'coproduit + Ico2 (Equation 72)

Ainsi, le bilan carbone en pourcentage s’exprime carbone consommeé/ carbone produit:

100* (substrat 1 +rsubstrat 2)/ (I'x+ Tipidest Fcoproduit + co2) (Equation 73)

5.4.2. Bilan redox

Pour le bilan redox, le bilan effectué est le suivant : consommation = production.

En définissant S; les substrats carbonés (glucose, glycérol, xylose), X la biomasse catalytique,

PJ-intlra les produits intracellulaires (lipides, polysaccharides) et P les coproduits

exocellulaires (xylitol), les bilans redox effectués sont les suivants :

Z rSi Y + r02 '7/02 = rX VX + rpint ra '7/Pint ra + rPleO.'yPexo
J ] Equation 74
Z Is,-7i + 1,70,

Soit
r)( ']/X + Z erintra 'j/Pjintra + Z rPkexo"yPkexo

Equation 75
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6. Le descripteur métabolique
6.1. Description générale

Le descripteur métabolique est un outil utilisé pour évaluer les principaux flux de
carbone requis pour la production d’énergie (catabolisme), les voies de biosynthése des
constituants cellulaires (anabolisme) et les voies de biosynthese des substances de réserves
(production). Conjointement a cette distribution de la matiere, il permet d’évaluer la production
d’énergie et sa répartition dans les métabolismes. Il permet de faire le bilan sur I’implication
des différentes réactions assurant la génération du pouvoir reducteur et la ré-oxydation des
coenzymes réduits. Basé sur la quantité référence d’'un gramme de biomasse catalytique les
résultats peuvent étre interprétés soit en termes steechiométriques, soit en termes de vitesses
specifiques (biotiques et abiotiques).ll est construit de maniere a étre résolu sous contraintes,
qui peuvent porter sur les rendements énergétiques et carbonés, les valeurs limites de flux
intracellulaires, les ratios de flux selon un algorithme d’optimisation pouvant inclure la
maximisation ou la minimisation d’un critere. La description métabolique est scindée en deux
groupements réactionnels : I’ensemble des voies anaboliques et ’ensemble des réactions

cataboliques et de production.
6.2. L’anabolisme

La biomasse est structurée en n classes de macromolécules auxquelles est associé un

- n
vecteur de fraction massique Fractel que Z Frac; =1, auxquelles s’ajoutent les cendres. Les
1

macromolécules intégrées au descripteur sont listées dans le Tableau 36.
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Tableau 36 : Macromolécules intégrées au descripteur métabolique
Protéines
ARN
ADN
Phospholipides
Polysaccharides
Triglycérides
Stérols
H.0
CO;

Précurseurs libres

Chaque classe de macromolécules est décrite selon sa composition molaire en monomeres (

Ifimono) incluant I’énergie de polymérisation requise pour sa synthése selon I’exemple présenté

dans le Tableau 37.
Tableau 37 : Exemple de réaction de polymérisation détaillant la synthése d’une macromolécule.
0.1009*alanine + 0.0446*arginine + 0.0455*asparagine + 0.0455*aspartate +
0.0677*cysteine + 0.0386*glutamate + 0.0386*glutamine + 0.0992*glycine +
0.0449*histidine + 0.0333*isoleucine + 0.0579*leucine + 0.0457*lysine + |:> 1 PROTEINE
0.0175*methionine + 0.0256*phenylalanine + 0.1373*proline + 0.0325*serine
+ 0.0444*threonine + 0.0106*tryptophane + 0.0192*tyrosine + 4.324*ATP

Connaissant les masses molaires des monomeéres, la masse molaire de chacune des classes est
établie (MM ) De méme, une formule brute moyenne pour chacune des classes est

définie. Ainsi, il est possible de déduire la composition élémentaire de la biomasse.

La réaction de synthese de chague monomere est décrite a partir des précurseurs metaboliques
retenus, comme illustré avec I’exemple de I’arginine (

Tableau 38).

Tableau 38 : Exemple de réaction de synthése d’un monomére.
4*Ammoniac  + 5*ATP + 3*NADHH + 1*Fumarate + 1*Acetate +
1*NADPH,H + 1*Acetyl CoA + 1*a-cetoglutarate |:> 1*CoenzymeA + 1*arginine
+ 1*Oxaloacetate + 1*CO2
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Par soucis de simplification, I’eau n’apparait pas, les coenzymes n’apparaissent que

sous leur forme réduite, I’énergie sous forme d’équivalent ATP (1 ATP pour une réaction

ATP->ADP et 2ATP pour une réaction ATP - AMP. Chacune des réactions est verifiée par

un bilan carbone et un bilan redox.

A partir de la matrice steechiométrique anabolique (|S,n,| ) des réactions permettant la

synthése de I’ensemble des monoméres (M ,.) et & partir des précurseurs métaboliques ( P,

) issus du métabolisme central, il devient possible de calculer la demande en précurseur (dont

la liste est présentée dans le Tableau 39) en fonction de la composition macromoléculaire de la

biomasse selon la séquence suivante :

- Construction du vecteur molaire

M’ — {FraClMMlclassse .Iflmono’ Fraci MM iclassse .Ifimono’ Fracn MM r(1:Iassse .Ifnmono}

ono

- Calcul de la demande en précurseur

Le calcul de la demande en précurseur est fait selon 1’équation :

B

ana = |Sana|

-1

M

TUono - Equation 76.

L’ensemble des précurseurs intégrés au modele métabolique ets présenté sur le Tableau 39.

Tétrahydrofurane = Méthyléne-

(THF) THF

NH; ATP
Fructose- Glucose-
phosphate phosphate

Phosphoglutarate =~ Pyruvate

Succinyl-CoA Succinate

Tableau 39 : Liste des précurseurs

Méthyl-THF

NADH;
Alpha
cétoglutarate
Triose-
phosphate
Glycérol-
phosphate

Methényl-

THF

NADPH;

Oxaloacétate

CO;

Coenzyme A

formyl-THF

Acétyl-CoA
Pentose-
phosphate

Fumarate

02

Soufre

Erythritol-phosphate

Phosphoénolpyruvate

Acetate

La demande en précurseur est dépendante de la composition macromoléculaire de la

biomasse catalytique qui peut étre approchée par la déetermination de sa composition
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élémentaire mesurée CHe OggNey PepSes . De plus, d’aprés les mesures effectuées sur

la biomasse et d’aprés la littérature, il est possible d’attribuer une répartition massique mesurée
= mes . . . ) .
Frac™ . Afin de réconcilier ces ensembles de données expérimentales on recalcule la

composition la plus probable de la biomasse Fracen minimisant la fonction suivante

A 2
+Zk:(g =€)
1

mesy 2

) iCi
€j

précurseurs anaboliques est déterminée a partir de cette biomasse théorique. Le tableau 40

n
sous contrainte de z Frac; =1. La demande en
1

n (¢ .
g Z (Fraci—AFrac.
1 Frac;

illustre la composition de la biomasse intégrée au descripteur avant et aprés la réconciliation

des données.
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Tableau 40 : Composition de la biomasse utilisée dans le descripteur.

Composition biomasse DATA /  ESTIME
MESURES

PROTEINE 41.0% 35.65%
RNA 13.0% 13.44%
DNA 5.0% 2.76%
PHOSPHO LIPIDES 8.0% 8.12%
POLYSACCHARIDES 12.0% 23.02%
TRIGLYCERIDES 8.0% 6.89%
STEROLS 4.00% 2.84%
H-0 4.00% 5.08%
CO2 1.00% 0.66%
Précurseurs libres 4.00% 1.53%
Cendres 8.00% 4.41%
total 108.00% 104.41%
total organique 100.00% 100.0%

C 1.000 1.000

H 1.758 1.751
O 0.537 0.515

N 0.150 0.157

S 0.001 0.001

P 0.02 0.018

6.3. Le catabolisme et la production

L’ensemble des réactions cataboliques et des réactions de biosynthése des produits (1)

sont écrits sous la forme d’une matrice steechiométrique (|Scata|) incluant 1’ensemble des

métabolites (Met) dont les métabolites intermédiaires et ceux échangés avec le milieu extra-
cellulaire (les substrats). Un sens de réaction choisi par ’utilisateur (§) est affecté a chacune

des réactions décrites, ce qui permet la description des réactions réversibles prévenant ainsi des

cycles futiles. Ainsi les flux réactionnels résultent du produit terme a terme du vecteur T et du

vecteur § noté [;.5;. Le produit entre la matrice steechiométrique |Scata| et le vecteur de flux

N == . . , . Znet
réactionnel I;.S; donne une vitesse nette de conversion de 1’ensemble des métabolites (I' =

|Scata| .1.5;). En faisant I’hypothése que les métabolites intermédiaires non précurseurs de

111



Matériel et méthodes

I’anabolisme ne sont pas accumulés, leur vitesse nette de conversion doit étre nulle. La vitesse

nette pour les précurseurs anaboliques doit, quant a elle, étre égale a la demande précédemment

calculée. La vitesse nette pour des métabolites échangés doit étre égale aux flux de

consommation ou de production. La liste des intermédiaires métaboliques est présentée dans

le Tableau 41.
Tableau 41 : Liste des intermédiaires.
Tétrahydrofurane Méthylene-THF Méthyl-THF Menyl-THF F-THF
(THF)
NH; ATP NADH, NADPH, Acétyl-CoA
Fructose-phosphate ~ Glucose-phosphate ~ Alpha cétoglutarate = Oxaloacétate Pentose-phosphate
Phosphoglutarate Pyruvate Triose-phosphate CO; Fumarate
Succinyl-CoA Succinate Glycérol-phosphate  Coenzyme A 0,
Malate Heptulose- Ribose-phosphate Xylulose- Isocitrate-
phosphate phosphate mitrochondrial
H* FADH, Fructose Glyate diP 2-déhydro-3deoxy-
diphosphate phosphogluconate
Oléate Acétyl-CoA Oxaloacétate Citrate - Malonyl-ACP
mitochondrial mitochondrial mitochondrial
Palmityl-CoA Palmitoyl-CoA Stearyl-CoA Oleoyl-CoA Linoleoyl-CoA
Triacylglycérol Polysaccharides Xylitol Xylulose NADH2-
(TAG) mitochondrial
Succinate- Malate- Fumarate- Alpha cétoglutarate =~ Citrate

mitochondrial

Glycérol

mitochondrial

Xylose

mitochondrial

-mitochondrial

Soufre

Erythritol-phosphate
Phosphoénolpyruvate
Acetate
Gluconate-phosphate

Glyoxyl
Acetaldéhyde
Butyryl-CoA
LnnCoA
Pyruvate-

mitochondrial

Glucose

Avec 0 égal aux f flux de métabolites échangeés, le descripteur sous sa forme mathématique

Znet
rech

anet _ |>net

doit satisfaire & la condition suivante [Scaa|Fi-Si =™ =|Fag

Znet
rint

6.4. Résolution : utilisation comme simulateur

_p

—

Dech

ana

0

La résolution en tant que simulateur se fait selon un algorithme d’optimisation avec

comme fonction cible la maximisation et ou la minimisation d’un critére pouvant porter sur les

rendements, les flux net de réaction, les bilans tel que présenté ci-dessus ou toute combinaison

de ces grandeurs respectant les deux contraintes imposées F,& — P, .. =0 et
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Exemple : consommation de glucose minimale pour satisfaire aux besoins en précurseurs
anaboliques (carbone et énergie) sous contrainte métabolique correspondant a la minimisation
de tous les flux d’échange entre mitochondrie et le cytosol via les navettes de transfert des

intermédiaires du cycle des TCA et maximisation du rendement de conversion de glucose en

biomasse.
pmol / g Biomasse
ATP Flux total / Total | ATP net
Total |[Production 58 846 36 425
Oxydatif 37111 63.1%
PLS 21735 36.9%
Total | Consommation 58 846 %/ ATP net
Catabolisme 22 420 38.1%
Anabolisme 36 425 61.9% |100.0%
RENDEMENTS
Carbone Consommé ‘54.176 ‘ mmol consommé/gx
BIOMASSE ‘ 0.615 ‘ g/g glucose
OXYGENE ‘ 169.6 ‘ mmol/Cmol consommé
CcOo2 ‘ 243.4 ‘ mmol/C mol consommé
NH3 ‘ 119.0 ‘ mmol/C mol consommé
RAPPORT C/N ‘ 8.73 ‘ C consommé/N consommé
RAPPORT C/P ‘ 82.31 ‘ C consommé/P consommé
RAPPORT C/S ‘ 2216.72 ‘ C consommé / S consommé
Biomasse C/C ‘ 0.731 ‘ Cmol/Cmol conso
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Chapitre | : Devenir du carbone en conditions de croissance a partir de xylose et glycérol en simple ou co-
substrats avec le glucose.

Chapitre I : Devenir du carbone en conditions de croissance a partir de xylose et glycerol

en simple ou co-substrats avec le glucose.

Comme reporté dans 1’analyse bibliographique R. glutinis est une levure oléagineuse
connue pour ses capacités record d’accumulation lipidique a partir de glucose comme source
carbonée (Granger, 1992, Cescut, 2009). Alors que la diversification des matieres premiéres se
présente comme une alternative prometteuse pour ’industrie des biocarburants, le métabolisme
de cette levure oléagineuse a partir de substrats alternatifs demeure peu étudié. Dans ce premier
chapitre, les travaux focalisent sur I’étude du devenir du carbone lors de cultures de R. glutinis
en condition de croissance a partir du xylose et du glycérol en simple ou co-substrats avec le
glucose. Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la diversification des substrats
carbonés, la démarche expérimentale est associée, de facon préliminaire, & une démarche de
modélisation métabolique prédictive de maniére a déduire une stratégie expérimentale pour

explorer des potentiels points de fonctionnement métaboliques d’intéret.

1. Etude preédictive des flux de carbone intracellulaires par modélisation
metabolique

1.1. Composition de la biomasse.

Lors de travaux antérieurs de I’équipe FAME, 1’analyse de la composition ¢lémentaire
de la biomasse en éléments carbone, hydrogéne, oxygéne, azote, phosphore et soufre a été
réalisée sur des cellules en phase exponentielle de croissance (données initiales) et sert comme

base pour initialiser 1’étude. Les résultats sont reportés dans le Tableau 42.

Tableau 42 : Composition élémentaire de Rhodotorula glutinis.

Composition de la biomasse Données

initiales
C 1,000 1,000
H 1,758 1,751
(0] 0,537 0,515
N 0,150 0,157
S - 0,0006
P - 0,0176
Masse molaire CHON / gX 24,193 24,193
Masse molaire CHONPS / gX 24,757 24,757
Masse molaire / gX 25,261 25,261
redox /gX 4,339 4,340
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Chapitre | : Devenir du carbone en conditions de croissance a partir de xylose et glycérol en simple ou co-
substrats avec le glucose.

La composition macromoléculaire de la biomasse est une donnée indispensable a
intégrer au descripteur métabolique ; cette composition est issue de données bibliographiques
(Atkinson and Mavituna, 1992, Alroy et al., 1977 ; Kaneko et al., 1976, Elinoy et al., 1970) et
de résultats issus de travaux de recherche antérieurs menés par 1’équipe FAME ; ces données
sont consignées dans le Tableau 43. Pour assurer la cohérence des données, la composition
¢lémentaire et la composition macromoléculaires sont réconciliées 1’une par rapport a I’autre a
I’aide du descripteur métabolique. Les valeurs sont récapitulées respectivement dans les
tableaux 42 et 43 (désignées dans chaque cas par composition estimée). L’écart est tres faible
entre valeur mesurée et estimée ; on retiendra donc la formule élémentaire estimée reportée

dans le Tableau 42 et la composition macromoléculaire correspondante dans le Tableau 43.

Tableau 43 : Composition macromoléculaire de la biomasse.

Composition biomasse  Données initiales Composition biomasse
% biomasse organique % biomasse organique
Protéines 41.0% 35.65%
ARN 13.0% 13.44%
ADN 5.0% 2.76%
Phospholipides 8.0% 8.12%
Polysaccharides 9.0% 23.02%
Triglycérides 4.6% 6.89%
Stérols 4.00% 2.84%
H20 4.00% 5.08%
CO2 1.00% 0.66%
Précurseurs libres 4.00% 1.53%
Cendres 8.00% 4.41%

Il est alors possible d’estimer, comme suit, les demandes anaboliques en précurseurs
carbonés, en énergie et coenzymes a partir de la stcechiométrie des voies de biosynthése des

monomeres constitutifs de la biomasse catalytique et de sa composition macromoléculaire.

1.2. Modélisation du métabolisme de croissance via les flux de carbone intracellulaires.

La modélisation des flux de carbone intracellulaires vise & étudier de maniére
steechiométrique le métabolisme de Rhodotorula glutinis en condition de croissance. L’objectif
de cette partie du travail est de quantifier la demande en carbone nécessaire pour satisfaire les
besoins anaboliques, cataboliques, énergétiques et en pouvoir réducteur nécessaires a la
steechiométrie de croissance de la souche. Ces calculs sont réalisés avec un descripteur
métabolique prenant en compte soixante-quatre réactions et développé au sein de 1’équipe

FAME tel que décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes (Cf. paragraphe Le descripteur
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métabolique page 107). La résolution se fait sous 1’application de contraintes, dans un modeéle

simplifié ne prenant pas en compte la compartimentation cellulaire.

La premiére contrainte est le rendement de conversion du carbone en biomasse, issu des

travaux de J. Cescut et égal a 0,499.g™* de glucose soit 0.64Cmol.Cmol™ (Cescut J., 2009). La

seconde contrainte est la synthése de cofacteurs considérée comme un point clé dans

I’assimilation et le catabolisme des substrats carbonés étudiés. Celle-ci permet d’envisager

plusieurs scénarii. Ainsi, en fonction de I’importance relative des réactions génératrices de

NADPH, H*, les simulations permettent I’obtention de cartes détaillées sur la Figure 25 ou :

le schéma a) correspond a un flux de carbone minimum dirigé vers la voie des
pentoses phosphates satisfaisant la demande anabolique en phospho-ribosyl-
pyrophosphate (PRPP) et erythose-phosphate ; dans ce cas le rendement énergétique
Yate calculé est de 14,82 ; la fraction du flux d” & -D-glucose-6-phosphate allant

vers le cycle des pentoses-phosphate ramené au flux net catabolisé est estimée a 13%.

le schéma b) correspond a une activité de I’enzyme malique, qui est le déterminant
principal, minimale avec une valeur du rendement énergétique YATP de 12.77. La
fraction du flux d’ & -D-glucose-6-phosphate allant vers le cycle des pentoses-

phosphate ramené au flux net catabolisé est estimée alors a 71%.

le schéma c) correspond a une fraction du flux d’ & -D-glucose-6-phosphate allant
vers le cycle des pentoses-phosphate ramené au flux net catabolisé de 33%. Selon la
littérature, c’est la valeur admise pour S. cerevisiae, Cette simulation correspond a un

rendement énergétique de 14.04.
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Figure 25 : Flux métaboliques de Rhodotorula glutinis.
a) Réseau résolu sous la contrainte d’un flux minimal dirigé vers la voie des pentoses phosphate, Y atp = 14,82. b)
Réseau résolu sous les contraintes suivantes : 33% du flux dirigé vers la voie des pentoses, Y atp = 14.04.c) Réseau

résolu sous les contraintes suivantes : flux minimal dirigé vers la voie de I’enzyme malique, Y atp = 12.77.

Quelles que soient les valeurs réelles des flux intracellulaires de carbone il apparait que
les demandes anaboliques restent inchangées dans les trois simulations décrites ci-dessus.
Plusieurs scénarii d’estimation des besoins en glucose et en glycérol (exprimés en pourcentage
du carbone apporté par le glycérol rapporté au carbone total consomme), sont envisagés. Une
hypothése est que le glycérol se substitue progressivement aux demandes carbonées
anaboliques de la voie glycolytique a partir du glycéraldéhyde-3-phosphate, aux flux
catalytiques du cycle des acides tricarboxyliques, avant d’amorcer une flux net
néoglucogénique pour alimenter le cycle des pentoses-phosphate, ce dernier participant
partiellement a la production de NADPH,H", avant de satisfaire totalement les besoins
anaboliques issus de ce cycle. Ces ratios graduels (Cgiycsrol/ Crota) SONt reportés dans le Tableau
44,
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Tableau 44 : Scénarios métaboliques envisagés de co-consommation du glucose et de glycérol.
PGA : phosphoglycérate, PEP : phosphoénolpyruvate, OAA : Oxaloacétate, aKg a-cétoglutarate.

demande anabolique en glycerol-phosphate + PGA + PEP 8%
demande anabolique en glycerol-phosphate + PGA + PEP + 16%
pyruvate

demande anabolique en glycerol-phosphate + PGA + PEP + 34%
pyruvate + Acétyl-CoA

demande anabolique en glycerol-phosphate + PGA + PEP + 53%
pyruvate + Acétyl-CoA + OAA + aKG + Succinyl-CoA

demande pour glycolyse a partir des trioses-phosphate + TCA  76% 68% 73%
demande pour glycolyse a partir de triose P+ TCA +Voie 86% 86% 86%

pentose P+ pentose P + erythrose P

Glycérol hypothése (a)  hypothése (b)  hypothese (c)

De méme, pour le xylose, il est possible d’envisager des scenarii dans I’hypothése ou
la consommation satisfait en premier lieu les demandes anaboliques, puis les flux glycolytiques
avant la réaction catalysée par la fructose-1,6-bisphosphatase, phase terminale de la voie
gluconéogénique générant le NADPH,H" et finalement le glucose-phosphate. Dans cette

logique, les ratios graduels (Cxyiose/ Ctotar) SONt reportés dans le Tableau 45.

Tableau 45 : Scénarios métaboliques envisagés de co-consommation du glucose et du xylose.
PGA : phosphoglycérate, PEP : phosphoénolpyruvate, OAA : Oxaloacétate, aKg a-cétoglutarate

demande en pentose-phosphate 5%
demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate 7%
demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 8%
Glycérol-phosphate

demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 12%
Glycérol -phosphate + PGA

demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 15%
Glycérol -phosphate + PGA + PEP

demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 23%
Glycérol -phosphate + PGA + PEP + pyruvate

demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 41%
Glycérol -phosphate + PGA + PEP + pyruvate + Acétyl-CoA
demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + 53%
GlyP + PGA + PEP + pyruvate + Acétyl-CoA

demande en pentose-phosphate + erythrose-phosphate + Gly-  78% 73% 7%
phosphate + PGA + PEP + pyruvate + Acétyl-CoA + OAA +

aKg + Succinyl-CoA +TCA

Conclusion.

Afin de progresser dans 1’exploration et la compréhension des phénoménes
métaboliques de la consommation du xylose ou du glycérol purs ou en mélanges avec du

glucose, un modele métabolique a été utilisé de maniére prédictive. A partir d’hypothéses sur
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le rendement carbone et sur I’importance relative des voies métaboliques génératrices de
NADPH,H" dans I’approvisionnement en cofacteurs, la simulation a permis de calculer des
stratégies d’alimentation en co-substrats de maniére & satisfaire théoriquement les besoins de
la souche, et a identifier de potentiels points métaboliques clés. Ainsi, le co-substrat pourrait
étre progressivement alimenté par ratios successifs selon des ratios Cecosubstrat/Ctotal Proches de
ceux mis en évidence par 1’étude prédictive, avant d’étre apporté comme seul substrat carboné.
Cette approche argumente de la nécessité de développer une stratégie expérimentale de culture
permettant le contrdle des flux et concentrations en sources carbonées pour la quantification et
la caractérisation du comportement dynamique métabolique de R. glutinis sur des substrats
simples xylose et glycérol et co-substrats glucose-xylose et glucose-glycérol. Des cultures en

mode fed-batch sont donc realisées et les résultats présentés ci-apres.
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Introduction

Considering the recent certification of hydrotreated oils, lipid-based biofuels are a credible
alternative to fossil jet fuel. Lipids are currently extracted from oleaginous plants, but they can
also be produced by oleaginous microorganisms. There is a high biological diversity of
oleaginous micro-organisms: species of algae, bacteria, fungi and yeast are able to accumulate
lipid from 20% to 86 % of their dry cell weight (Meng et al., 2009, Xu et al., 2006, Sheehan et
al., 1998, Boulton and Ratledge 1984, Metting et al., 1996, Ratledge, 1982). Considering
carbon to lipid yield, lipid productivity, lipid profile and content, yeast species are excellent
candidates for lipid production. Rhodotorula glutinis, also called Rhodosporidium toruloides,
is a yeast of major interest, and has been demonstrated to accumulate lipids up to 70% of its
dry cell weight, using glucose as carbon substrate under conditions of nitrogen limitations or
depletions (Cescut et al., 2014, Granger et al., 1992, Davies et al., 1990).

From the perspective of industrial lipid production, many research works focus on the use
of alternative feedstocks as carbon sources. Considering economic and environmental aspects,
lignocellulosic resources and industrial by-products such as glycerol are promising raw
materials. Lignocellulose is a renewable, ubiquitous material used by paper, agriculture and
food industries (Lee et al., 1997). For the past decade, a significant amount of international
research has targeted the pretreatment and valorisation of lignocellulosic substrates, with the
goal of converting such materials into fermentable carbon sources (Alvira et al., 2009;
Carvalheiro et al., 2008; Hendriks and Zeeman, 2008; Laureano-Perez et al., 2005; Malherbe
and Cloete, 2004; Taherzadeh and Karimi, 2008). Lignocellulose is the main component of
plants, which are the largest reservoir of the fermentable carbohydrates glucose and xylose
(Gibson et al. 2012; Harris and Stone 2008; Pauly and Keegstra 2008, Zhao et al., 2008).While
glucose is the most commonly utilized substrate for industrial fermentation processes,
utilization of xylose as a carbon source is not a common practice for industrial fermentation.
In order to enable the effective use of lignocellulosic feedstocks, it is therefore important to
develop bioprocesses which can efficiently utilize xylose or xylose and glucose mixtures as

carbon source .

Another interesting carbon substrate is glycerol. According to development of biodiesel
industry to target low CO2 emissions, glycerol is the major by-product as shown on the equation

1. It could be used as a carbon source for microbial conversion (Li et al., 2008, Fakas et al.,
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2009, Easterling et al., 2009, Liang et al. 2010). Moreover, within the integrated biorefinery
concept where the glycerol produced in-situ would be recycled as an alternative carbon source.
This internal recycle would allow a global increase of the carbon yield and could significantly

decreases costs of lipid production.

TAG + Alcool —» ester (biodiesel) + glycerol (Equation 1)

In this context, the aim of this study is to investigate growth capacities of Rhodotorula
glutinis using xylose and glycerol either as sole carbon source or in mixtures with glucose.
Although a few studies describing lipid production potential of the strain from lignocellulosic
hydrolysates let to believe that the yeast is able to consume xylose (Dai et al., 2007, Li et al.,
2010, Easterling et al., 2009, Wiebe et al., 2012, Mast et al., 2014), the simultaneous uptake
and catabolism of glucose and xylose or glycerol under growth condition is not reported in the
literature for the strain studied. Also, growth of R. glutinis (Rhodosporidium toruloides) on
xylose or glycerol as single carbon source is very poorly characterized in a controlled fed-batch
mode. However, the physiological dynamics whose pentose consumption kinetics are not
described. Metabolism of strain R. glutinis from this alternative sugar under optimal growth
conditions remains to be explored. Similarly studies about the potential of lipids accumulation
from glycerol reveal indirectly the ability of the strain to consume this substrate (Easterling et
al., 2009, Saenge et al., 2010, Yen et al., 2012, Yang et al. , 2014) however no kinetic
characterization and no effect on performance is the reported for the strain grown on this

substrate.

Further investigations are then needed to improve the understanding of Rhodotorula
glutinis metabolism on xylose and glycerol as sole substrates or as co-substrates with glucose
in order to precisely quantify the microbial phenomena. Fed-batch cultures under perfectly
controlled conditions were designed to explore, in an original way, the yeast behaviour on a
large range of carbon ratios of the relevant substrates. The dynamic and metabolic responses
of the strain when switching from a carbon ratio to another one are also reported and discussed

and all the results are analysed in terms of kinetics and yields.
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Materials and methods

1.1 Reagents
1.1.1 Microorganism

The yeast strain used was Rhodotorula. glutinis (also called Rhodosporidium toruloides)
wild type CECT 1137, supplied by the Coleccion Espanola de Cultivo Tipo (CECT), University

of Valencia, Spain.

1.1.2 Culture media

Before fermenter inoculation, three pre-cultures of 12 h each were carried out in
Erlenmeyer flasks containing successively 5 mL of Yeast extract Peptone Dextrose medium,
50 mL and finally 500 mL of the mineral medium described in Table 1, at 30 °C on a rotary
shaker (100 rpm).

For fed-batch culture, glucose feed concentration was 700 g.L 2, xylose feed concentration
545 g.L%, glycerol feed concentration 730 g.L ™.

The composition of the mineral medium is described in Table 1.

Table 1: Mineral medium composition (g.L %)

KH2PO4 45
(NH,)2HPO4 0.83
(NH4)2S04 1,710
MgS0O4.7H.0 1.7
ZnS04.7H0 0.016
FeSQO4.7 H,O 0.070
MnSQO4.H20 0.0029
CoCl,.6H,0 0.025
CuS04.5H.0 0.0031
Na:Mo0S0..2H,0 0.0012
H3BOs 0.010
CaCl». 2 H,0 0.018
NaCl 0.039
glucose 20

The composition of the concentrated salts solution is described in
Table 2. It was supplemented with 1 %o of the following vitamin solution: d-biotin: 0.05

g.L7%, thiamine hydrochloride: 1 g.L™%, pantothenic acid: 1 g.L, pyridoxol hydrochloride: 1
g.L 2, nicotinic acid: 1 g.L %, p-aminobenzoic acid: 0.2 g.L ™%, myo-inositol: 25 g.L ™.
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Table 2 : Concentrated salt solution composition (g.L™).

MgS04.7H.0 36
MnSQ4.H,0 0.10
CaCl».2H.0 0.09
Na;Mo004.2H,0 0.30
FeS04.7H,0 3
H3PO4 90.73
ZnS04.7H,0 1.14
H2S04 212.57
CuS0.4.5H,0 0.5
H3BOs 0.04
CoCl2.6H,0 1.49
NaCl 10
KCI 55.83

During fed-batch culture, vitamins were manually and sequentially added from a
concentrated vitamins solution (cf. composition above) proportionally to the carbon fed. pH
regulation was carried out with the addition of ammonium hydroxide solution (16 mol.L* of
ammonia equivalents).

Glucose was provided by Roquette (France). Xylose was supplied by Danisco (France).
Glycerol and vitamins were all purchased from Sigma-Aldrich Chimie (Lyons, France) with a
purity of at least 99.9%. All other chemicals were purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois,

France) with a purity of at least 99%.

1.2 Operating conditions
1.2.1 Reactor

Fed-batch experiments were performed in a 20 L (working volume) fermenter using the
Braun Biostat E fermenting system (Braun, Biostat E, Braun Diessel, Biotech, Melsungen,
Germany) which was sterilizable in situ. Mixing was performed with a three Rushton turbines
system. The reactor was instrumented with the following probes: a pressure sensor, a
temperature sensor, an oxygen probe (Ingold, Urdorf, Switzerland) and a pH probe (Fermprobe
Broadley-James Co., Santa Ana, USA). An overpressure of 0.3 bar was maintained in the
reactor. Temperature setpoint was 30 °C. Dissolved oxygen concentration was maintained in
the non-limiting range (above 20% of saturation) by manual adjustment of stirring and aeration
flow. Before starting cultures, mineral medium was initially added in the fermenter with 10 mL
vitamin solution (see composition below) and pH was adjusted to 5.5 with phosphoric acid.
During cultures, pH was maintained at 5.5 by automatic addition of ammonium hydroxide. An
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anti-foaming agent (Struktol ®J673) was added automatically as necessary with an antifoam
probe inserted through the top plate of the reactor. Two pumps providing a very precise flow
were dedicated to the addition of substrates into the reactor. A third pump fed the concentrated
salt solution, at a ratio 1/10 of total carbon fed. They were controlled through the software
detailed in section 1.2.2. The masses of substrates added were estimated from the change in
weight of the substrate containers (balances model 12000 and | GP5202 Sartorius Goettingen,
Germany) using the software described in Section 2.2. The compositions of the inlet and outlet
gases were analyzed by a gas analyzer with an infrared detector for carbon dioxide and a

paramagnetic detector for oxygen (Egas 8, Braun, Germany). From all these signals, the

. . _ ? .
respiratory coefficient defined as QR = =%~ was calculated on line.
o,

1.2.2 Control software

A homemade custom software enabled on-line data acquisition, monitoring and
regulation of operating parameters (stirring rate, pH, temperature, partial pressure of dissolved
oxygen, base and antifoam additions). Oxygen consumption rate and carbon dioxide
production rate were calculated from mass balances, taking into account the evolution of the
gas volume in the reactor, inlet airflow (measured by a mass flowmeter, Brooks, USA),
temperature, humidity and pressure. The residual substrate concentration in the fermenter was
calculated, based on carbon mass balances and redox balances and taking into account on-line

acquisition data.

1.3 Analytical methods
1.3.1 Biomass concentration

Yeast concentration was quantified by spectrophotometric measurement at 600 nm
(Spectrophotometer Hitachi U-1100, range 0.1-0.5 uOD) and by cell dry weight measurements
(filtration of a sample with 0.45 um membrane, washing of the cells with distilled water, drying
at 60 °C/200 mmHg for 48 h).

1.3.2 Concentrations of substrates and extracellular metabolites
Determination of the organic acids, glycerol and sugar concentrations from supernatants
was performed by HPLC using an Aminex HPX-87H" column (300 mm x 7.8 mm) under the

following conditions: 50 °C, with 5 mM H,SOx4 as eluent (flow rate of 0.5 mL.min*) and dual
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detection (refractometer and UV at 210 nm). Compounds were identified and concentrations
were quantified with reference to standards.
During cultures, residual glucose concentration was also determined in culture supernatants

with a glucose analyzer YSI model 27 A; Yellow Springs Instruments.

1.3.3 Biomass composition

The biomass formula, determined by elemental analysis of carbon, hydrogen, oxygen and
nitrogen, is CH1790056No.16 With a corresponding molar mass of 25.2 g.Cmol™. For all
experiments, carbon mass balances were calculated and were recovered with a deficit of less
than 5%.

1.4 Culture Strategy
In order to investigate the dynamic metabolic behaviour of the yeast Rhodotorula

glutinis, and the response of the strain when switching from one carbon source to another, fed-
batch experiments were performed with exponential carbon feed rates organized in four feeding
phases: first, pure glucose was fed only in order to produce enough biomass to get the study
started; second mixtures of glucose and co-substrate (either xylose or glycerol) were applied in

Carbon cosubstrate .
third,

different ratios adjusted by steps and defined by : Carbon ratio = :
Carbone total fed

pure co-substrate was fed (xylose or glycerol); and finally, pulses of glucose while feeding pure
co-substrate were set-up. This last phase was realized in order to evaluate the reversibility of
metabolism response, its adaptation from one substrate to another one and also to evaluate the
impact of carbon excess that occurred under these conditions. All of first three phases were
performed in fed-batch cultures for growth quantification purposes without any nutritional
limitation; carbon substrate was supplied with an exponential feeding rate and with a residual

carbon concentration near zero.

Results

1.1 Carbon Co-consumption and metabolites production.
The results of the fed-batch experiments on glucose and xylose as co-substrate with

glucose are shown in Figure 1. The phase I) enabled to produce a biomass concentration high
enough (around 5g.L1) to precisely quantify yeast metabolic behaviour when applying the
different substrate carbon ratios explored in phase Il. During phase Il, xylose was gradually
fed and the following ratios of carbone where applied: 9%, 20%, 28%, 38%, 53% and 70%. At

the end of phase I1, biomass concentration was around 80gcow.L ™. During the 5 first ratios of

130



Chapitre | : Devenir du carbone en conditions de croissance a partir de xylose et glycérol en simple ou co-
substrats avec le glucose.

this phase, no substrate excess occurred and no by product (xylitol or organic acids) was
produced as it is shown in Figure 2. This observation underlines the co-consumption capacity
of R. glutinis under controlled conditions: when the carbon flux fed remained underneath the
maximal capacity of the strain, both xylose and glucose were consumed and no extracellular
metabolite was produced. Up to 0.5g.L* xylitol were produced during the 70% ratio. Phase 111
corresponded to xylose feeding only. At the beginning of the phase, around 38 hours, xylitol
was produced (Figure 2). A decrease of total carbon fluxes fed by maintaining the ratio (both
glycose and xylose) avoided further xylitol production and also allowed already produced
xylitol consumption. This observation shows the direct correlation between carbon overflow
and xylitol production under these culture conditions. After 4 hours of cultivation with xylose
as a sole substrate, biomass concentration was around 110gcow.L™. At 53 hours of elapsed
fermentation time, a glucose pulse was made (phase IV, it is indicated on the graph by an
arrow). Consequently, glucose was preferentially consumed since the residual xylose
concentration reached 4g/L at the highest; despite this preference co-consumption was carried
on and xylitol was produced at a concentration up to 8g.L™. This result emphasizes that within
carbon excess, in presence of glucose and xylose, glucose was consumed and metabolized
while xylose is partially transformed in xylitol: the part of carbon brought by xylose was in this
case not catabolized to produce biomass.
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Figure 1 : Carbon ratio and dry cell weight evolutions versus time during fed batch

culture of R. glutinis on glucose and xylose, on minimum media, at 30 °C, pH 5.5.
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Figure 2 : Evolutions of residual sugars and xylitol concentrations versus time during fed batch culture

of R. glutinis on glucose and xylose, on minimum media, at 30 °C, pH 5.5.

Although xylitol production was never previously reported in the literature for Rhodotorula
glutinis, it is well known for Candida ,Pichia sp. or in Saccharomyces cerevisiae mutants when
grown on xylose (Slininger et al., 1985, Kotter et al., 1993, Winkelhausen E. and Kuzmanova
S., 1998, Zikou et al., 2013, Erdei et al., 2013;). Xylitol is indeed an intermediate metabolite
of xylose catabolism: after being uptaken xylose is first reduced in xylitol by the NADPH-
dependant xylose reductase ; it is then oxidised in xylulose by the NAD*-dependant xylose
dehydrogenase, and then phosphorylated in xylulose-5-phosphate that joins the PPP (Evans et
al., 1984, Suomalainen et al,.1989, Kotter et al., 1993, Jeffries et al., 2006, Hahn-Hégerdal et
al., 2007). The coenzyme balance is essential for xylose assimilation. As a consequence xylitol
synthesis might be explain by an incapacity of the strain to properly regenerate or distribute
cofactors when intracellular carbon fluxes are too high in the PPP, as there seem to be an excess
of NADPH». However, as xylitol is uptaken and further metabolised in xylulose, NADPH>
availability does not seem to be limiting, as NAD™ needed to produce xylulose seems here to
be the bottleneck.

In a similar way, experiments were carried out with glycerol as a co-substrate as it is
recapped in Table 3. After the production of 5gcdw.L™ in the first phase, the second phase was
started; the ratios investigated were then 8%, 10%, 22%, and 75%. During this phase and until
30 hours of elapsed fermentation time both of the carbon sources, glucose and glycerol were
co-consumed and no by-product was produced. However when the last ratio was applied
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glycerol accumulation occurred (while glucose concentration remained below the limit of
quantification); at this time, the carbon fluxes fed where above the maximal uptake potential
of the strain. A readjustment of the feeding rates allowed glycerol consumption. This
observation confirmed that in presence of both glucose and glycerol and under carbon excess,
glucose is preferentially uptaken. On the opposite of what was observed with xylose, where
xylitol production occurred in the case of carbon excess, glycerol is uptaken only if it can be
further catabolized; no metabolite production was quantified under glycerol excess. At the end
of phase Il, biomass concentration was near 80gcow.L™.During phase 1lI, glycerol was
consumed as a sole substrate and final biomass concentration at the end of this phase was
98gcow.L ™.

Table 3 : Phases applied during the fed batch culture of R. glutinis on glucose and glycerol, on minimum
media, at 30 °C, pH 5.5.

Phase Phase 11 Phase 111
|
Ratios (Cuyiose-Crotar™) 0% 8%, 12%, 25%, 75% 100%
Duration (h) 8.5 28.5 7.5
Biomass concentration 5 80 98
(Geaw.LY)

1.2 Metabolism response/Adaptation to new ratios

It is interesting to observe the response of the strain when switching from a feeding
ratio to another one. Concerning the glucose-xylose co-feeding experiments, residual xylose
and glucose concentrations remained below the limit of quantification during phase Il and from
phase Il to phase Il (Figure 2). As a consequence, no carbon substrate accumulation and no by-
product formation was noticed when changing the ratio fed. It means that the total carbon flux
fed is uptaken and no transient phase was observed between any of the conditions studied. The
strain was able to adapt immediately.

During glucose-glycerol co-feeding experiments, the respiratory coefficient was an
excellent indicator of substrate uptake: as glycerol is more reduced than glucose, its uptake led
to a decrease of the respiratory coefficient. Results are shown in Figure 3: when increasing the
carbon ratio from 12 to 75 %, the respiratory coefficient dropped from a stabilized value of
1.06 to a stabilized value 0.96. The microbial response occurred immediately.
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Figure 3: Respiratory coefficient versus time during the culture of R. glutinis in fed batch mode with

glucose and glycerol as carbon substrate, on minimum media, at 30 °C, pH 5.5.

These observations revealed the short adaptation rate of the strain when switching from a
co-feeding condition containing a carbon ratio to another one, both with xylose and glycerol as
co-substrate.

1.3 Kinetics and yields
The evolution of total specific carbon consumption rates as a function of the carbon ratio

on glucose-xylose mixtures were reported in Table 4: in a first step, the decrease of the total
specific carbon consumption rate observed as xylose was gradually added was striking as it
goes from 0.3 t0 0.10 Crolsubstrate- Cmolbiomass.N™* When the ratio goes from 8.7 to 38% ; in a second
step it stabilizes around 0.11 Crmolsubstrate. Cmolbiomass.n™* (Table 4). Moreover, during the last ratio
of phase Il (70%) and during phase Il (100%), as mentioned earlier, a carbon accumulation
occurred; the maximum specific carbon consumption rate of the strain was then obtained. Its
value was 0.12 Crmolsubstrate. Cmolbiomass.n". The carbon conversion yield on biomass was reported
in Table 4 : it decreased from 67% to 28% along the experiment. A similar trend was observed
on the growth rate : it decreases from 0.20 to 0.05 h™! between the ratios 9 and 70%. This trend
could be explained in terms of metabolism either by a decrease of energy efficiency correlated

to the effect of xylose assimilation on cofactors imbalances.
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Table 4: Growth rate, specific carbon consumption rate and substrate to biomass carbon yield for each
carbon ratio applied during a fed batch culture of R. glutinis on glucose and xylose, on minimum media,
at 30 °C, pH 5.5.

Ratio 9% 20% 28% 38% 53% 70% 100%
(nylose- Ctotal-l)

Il ‘ 0.20 0.14 0.12 0.06 0.04 0.05 0.03
(h)

Ysx ‘ 0.67 0.64 0.61 0.60 0.57 0.42 0,28
(Cbiomass- Csu bstrate-l)

ds 0.3 0.22 0.20 0.10 0.07 0.12 0.12
(Csubstrate-cbiomass-h_l) ‘

Furthermore and as there was a xylose accumulation when this substrate was used as a
sole carbon substrate, the maximum specific growth rate on xylose was 0.03h™, which
represented eight times less than the value reported on glucose (Granger, 1992).

Table 5: Growth rate, specific carbon consumption rate and substrate to biomass carbon yield for each
carbon ratio applied during a fed batch culture of R. glutinis on glucose and glycerol, on minimum
media, at 30 °C, pH 5.5.

Ratio 8% 12% 25% 75% 100%
(Cglycerol-ctotal-l)

U ‘ 0.14 0.11 0.10 0.10 0.04
(%)

Ysx ‘ 0.60 0.58 0.59 0.59 0,31
(Cbiomass- Csu bstrate_l)

Os ‘ 0.23 0.19 0.17 0.17 0.13
(Csubstrate-cbiomass-h_l)

The evolution of specific carbon consumption rates, yields substrates to biomass and
specific growth rate during glucose -glycerol co-feeding experiment are reported Table 5.
During phases 1l and Il growth rate is decreasing from 0.14 to 0.04 h'*when ratio increases
from 8% to 100% : growth kinetics are negatively affected by the increasing uptake of glycerol.
All along phase 11, yields are stabilized around 0.6 Cmolbiomass.Cmolsubstrate *. AS @ consequence,
as far as glycerol is co-fed, stoichiometry is maintained. However, during phase 111 (100%)
when only glycerol is supplied yield substrate to biomass decreases significantly to 0.31
Crmolbiomass-Cmolsubstrate —. This observation could find the following metabolic explanation: when
glucose is fed it can supply the glycolytic fluxes; as soon as glycerol only is fed
neoglucogenesis has to be initiated. Its energetic cost (2ATP) and its impact on coenzymes
imbalance could explain the decrease of the yield. Concerning carbon specific rate, there is a

factor 2 between the first ratio of phase Il and phase III.
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Rhodotorula glutinis growth was characterized on glucose in terms of maximal specific
growth rate and corresponding yield (Granger, 1992). From these values, using the equation

2, maximal specific rate was estimated. Data are recapped on Table 6.
qs = F“S Equation 2.

Using xylose or glycerol affect both yields and kinetics by comparison to the results
obtained on glucose. But in both cases a 20% mixture allows to keep a high yield and correct

kinetics.

Table 6: Growth rate, specific carbon consumption rate and substrate to biomass carbon yield during a

culture of R. glutinis on glucose, on minimum media, at 30 °C, pH 5.5, (d’apres Granger, 1992).

Hmax (h™) 0.27
Qs,max (Csubstrate-Cbiomass-h_l) 0.41
Ysx (Cbiomass-csubstrate_l) 0.66

Conclusion

This study focused on the characterization of R. glutinis growth when using xylose or
glycerol either as co-substrates with glucose or as sole carbon source from fed-batch cultures
with several feeding phases where glucose-xylose respectively glucose-glycerol were fed in
different ratios. The dynamic behaviour of R. glutinis was observed and quantified in terms of
specific rates of xylose and glycerol as co-substrates or pure substrates and carbon to biomass
conversion yield; metabolic response and adaptation time when shifting the carbon ratios were
also investigated. It was shown for both substrates the yeast capacity of co-consumption under
limiting carbon flux. A short adaptation time was also underlined in both cases: when applying
a new carbon ratio, no transient adaptation phase was observed showing the metabolic
flexibility of the strain. In both cases, it was shown the preference of the strain for glucose
uptake in case of substrates excess. Consumption of xylose and glycerol as sole carbon source
was also demonstrated. Moreover, in both cases it was shown the negative impact of the second
carbon source in terms of yields and kinetics : growth rate was 0.034 h* on xylose, it was 0.04
h™ on glycerol versus 0.27 h*! on glucose ; maximal specific carbon rate on glucose was
0.40Csustrate. Chiomass., it was divided by 3 for both xylose and glycerol, finally yield glucose
to biomass was 0.66 Chiomass.Csubstrate ™, it decreases to 0.28Cpiomass. Csubstrate > 0N Xylose and to

0.31Chiomass.Csubstrate - ON glycerol. However using a substrate mixture containing respectively
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28% of xylose or 25% of glycerol could be a good alternative as at this ratio yields were almost
maintained (respectively 0.61Cbiomass.Csubstrate~ and 0.59Chiomass. Csubstrate ) and Kinetics were
still correct. Moreover, it was shown as a main difference between xylose and glycerol
assimilation that a carbon overflow led to xylitol production when xylose is fed and to glycerol

accumulation in the case of glycerol feeding.

The demonstration of co-consumption capacities of the strain under growth conditions is a
new step towards the use of lignocellulosic feedstocks and raw glycerol (industrial by-product)

for the production of microbial lipids.
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3. Influence du substrat carboné sur la composition macromoléculaire de R. glutinis.

L’influence du substrat carboné sur la composition macromoléculaire de la souche
d’intérét a été étudiée lors de cultures en mode fed-batch a partir de glucose et de xylose comme
substrat. Cette caractérisation est faite par la confrontation du suivi en ligne du coefficient

respiratoire avec les teneurs massiques en polysaccharides et lipides.

Le coefficient respiratoire est le quotient des vitesses de production de CO: et de

consommation du dioxygéne comme le décrit 1’équation 77.

I .
QR= % Equation 77
I’02

Or, cette production et cette consommation peuvent étre reliées au métabolisme

cellulaire selon 1'équation réactionnelle suivante (d’apres Cescut, 2009):
Substrats + Sels + Vitaminnes + Rso2 O2 2 Rsx X. + Rsco2 CO2 + Rs 20 H20 + Rs xylitol Xy|it0|

avec Rso2, Rsx, Rsco2, RsH2o, Rsxyitor €t RsH respectivement le rendement de
consommation de dioxygéne et de conversion du substrat en biomasse, dioxyde de carbone,
eau et xylitol. Le bilan carbone de la croissance avec synthése de xylitol répond alors a
I'équation 78.

net net net

net net __
e +rg +r, =0

+ Lol + Io,

wiito Equation 78

net net net net net

dans laquelle Iy™, Fyio » fco,» fs1 €t I, représentent respectivement la vitesse

nette de production de biomasse, de xylitol, de dioxyde de carbone et de consommation de
substrat rapportées au volume total du systeme étudié. Soit une vitesse de production de

dioxyde de carbone correspondant a :

I’géz = Iy g — rxr;,fittm Equation 79

Le bilan élémentaire généralisé de la réaction biologique s’écrit en associant a chaque

composé¢ i un degré de réduction i :
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m

net net net net net net z .
er 7 =0=10, Vo, ¥ Vx T 151 V517152 -7s2 + yiitol 7 it Equation 80
i

\ : n 1 < -

D’oti on obtient : " r5™ = —— (=% .y — Iy — 1S5 ) Equation 81
0, "

net

La combinaison de rc"étz etde Iy~ permet d’exprimer la valeur du quotient respiratoire

selon I’Equation 82.

net net net net
QR = ‘ — (1" + sy +5, +rxy|it0|) ‘

Equation 82

1 net net net net
——— (" rx sy Vs tlsy Vs Fytitol -?’xylitol)

Yo,

S’il n’y a pas de production de xylitol, on peut admettre que :

net net net net 0

My 0y +lg +leg = Equation 83

net __

Soit Iy = —(rs”ftRSlyX + rs”ftRszyx) Equation 84

‘ B (rsnlet 1- R51,x )+ rsnzet (- Rsz,x )

Et donc QR = ‘ Equation 85

1 nef nel
_7("511(751 —7x Rs1x )+ rszt(ysz = 7x-Rsax )

Yo,

net

I
—((Q-Rgyx) + %,ét 1-Rszx))
QR = 1 = i Equation 86
I
——((¥s1 = 7x-Rs1x) + 7Sn2et (7s2 = 7x-Rs2.x))
7o, Is1

Ainsi, par interprétation de 1’équation 86, si les rendements restent constants, un

accroissement du degré de réduction de la biomasse se traduit par une diminution de

Vs1—Vx-Rsix et 7s2 —7x-Rsaxet donc un accroissement du QR. Dans le cas ou le
rendement pour le co-substrat diminue, ¥s, —7x-Rsax augmente plus rapidement que

1-Rs, x et donc le coefficient respiratoire diminue ; cette tendance est d’autant plus marquée

que la consommation de substrat 2 devient prépondérante par rapport a la consommation du
substrat 1.
Ainsi, le coefficient respiratoire est une variable représentative du devenir du carbone

consommé : le degré de reduction des substrats consommés et/ou des produits accumulés
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influence directement cette grandeur. Les degrés de réduction du carbone du xylose et du
glucose, reportés dans le tableau 47, ont des valeurs identiques ; leur consommation impacte
faiblement le coefficient respiratoire. Ainsi, le calcul en ligne de QR n’est pas un indicateur

pertinent de la co-consommation des susbtrats xylose et glucose:

Tableau 46: Degré de réduction des substrats carbonés utilisés lors des fermentations mises en ceuvre et

des TAG, principal produit.

COMPOSE DEGRE DE REDUCTION DU CARBONE
Biomasse catalytique 4.19

Glucose 4

Glycérol 4.67

Xylose 4

Xylitol 4.4

L’évolution du QR au cours des cultures sur xylose et glucose, reportée sur la Figure
26, permet les observations suivantes :

- jusqu’a 30 heures de culture (phase I1), le QR est constant et égal & une valeur
1.05, valeur caractéristique de la croissance comme le reporte J. Cescut (Cescut, 2009).
- A partir de 30 heures de culture (deuxiéme moitié de la phase I1), le QR varie
et il atteint 1.15 a 45 heures de culture (ratio de 70%). Durant cette phase 11, les analyses
n’ont révélé aucune production extracellulaire de coproduits pouvant expliquer cette
variation du QR. Pour les ratio 53,70 et 100 % on devrait obtenir un coefficient
respiratoire qui redescend vers la valeur unité du fait de la chute des rendements. Ce
que I’on peut observer en début de phase 53 %.

- Lors de la phase 11l sur xylose pur, le QR reste élevé et égal a 1.12. Pendant
cette phase, la production de xylitol est observée comme reportee sur la Figure 27 ; par
ailleurs la diminution de la concentration en xylitol dans le surnageant indique qu’il est
consommé. Cette production suivi de la reconsommation pourrait expliquer les valeurs
de QR ; selon I’équation 82., le degré de réduction du carbone du xylitol étant plus elevé

que celui des substrats comme reporté dans le Tableau 46.

En confrontant les observations faites sur les phases II et III, et supposant I’existence

de transporteurs spécifiques pour I’import/export de xylitol chez R. glutinis de maniére
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similaire a ceux identifiés chez Aspergillus niger et Candida tropicalis (van de Vondervoort et
al., 2006 ; Jeon et al., 2011), on pourrait supposer que lors de la phase Il le xylitol est accumulé

intracellulairement, ce qui pourrait expliquer les hautes valeurs du QR.
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Figure 26: Evolution du coefficient respiratoire au cours du temps lors de la culture de R. glutinis en
mode fed-batch avec le glucose and xylose comme substrat, sur milieu minéral, a 30 °C, pH 5.5.
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Figure 27 : Concentrations résiduelles en sucres et concentration en xylitol au cours du temps lors de la
culture de R. glutinis en mode fed-batch avec le glucose et le xylose comme substrat, sur milieu minéral,
a30°C, pH5.5.

D’autre part, par similitude avec les travaux de J. Cescut (Cescut, 2009) qui mentionne

qu’en conditions d’accumulation lipidique le coefficient respiratoire de la levure oléagineuse
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Y. lipolytica est de I’ordre de 1.1, on pourrait émettre I’hypothése que dans ces conditions de
culture R. glutinis accumule des substances de réserve. L’hypothése de 1’accumulation
lipidique consisterait a supposer que la consommation de xylose entrainerait une augmentation
de I’activité de la voie des pentoses phosphate, ce qui pourrait induire un déséquilibre alors a
I’origine d’un stress intracellulaire. Or, en réponse a un stress, il est connu que R. glutinis
accumule des substances de réserves. L’analyse des substances de réserves (lipides et
polysaccharides) ont été réalisées; les résultats sont reportés sur la
Figure 28. Les teneurs en polysaccharides et en lipides sont stabilisées autour de
respectivement 16% et 21% de la masse séche. Une composition en polysaccharides en
condition de croissance de 1’ordre de 6% a été reporté pour la souche d’intérét (Cescut, 2014)
et, toujours d’apres la littérature, la composition en lipides en condition de croissance varie
entre 5%, 10% et 22.8% de lipides totaux par rapport a la masse séche (Zhu et al., 2012, Zhang
et al., 2011, Yang et al., 2014). Les valeurs se situent donc dans la fourcette haute de ce qui
reporté dans la littérature. 11 n’est pas possible d’établir une relation entre les valeurs de QR et

la production de lipides ou de polysaccharides.
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Figure 28 : Teneurs massique en polyasaccharides et lipides totaux lors de la culture de R. glutinis en

mode fed-batch avec le glucose and xylose comme substrat, sur milieu minéral, a 30 °C, pH 5.5.

L’ensemble de ces résultats convergent vers I’hypotheése que la diversification en
substrat, et en particulier 1’utilisation du xylose comme seule source de carbone ou en co-

substrat avec le glucose n’impacte pas la composition macromoléculaire de R. glutinis. Le suivi
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du coefficient respiratoire indique des variations qui pourraient étre expliqués par la production

ou la consommation de xylitol.

Conclusion

Ces travaux ont permis de quantifier la croissance de la levure oléagineuse R. glutinis
(Rhodosporidium toruloides) a partir de mélanges binaires - glucose-xylose ou glucose-
glycérol- et a partir de constituants purs - glucose, xylose et glycerol -et d’améliorer la
connaissance de leur assimilation et de leur devenir. La stratégie des cultures a été déduite de
I’étude des flux intracellulaires de carbone : il est apparu que des cultures en mode fed-batch
en co-substrats glucose-glycérol et glucose-xylose avec apport de ces mélanges de substrats
par paliers successifs sont particuliérement bien adaptées pour les objectifs de I’é¢tude. L’étude
théorique steechiométrique des principales réactions métaboliques de R. glutinis a permis de
définir les ratios de flux de carbone les débits d’alimentation en substrats pour une
quantification rationnelle des cinétiques de croissance de la souche en fonction des sources
carbonées apportées. La confrontation des résultats obtenus a partir de xylose et de glycérol
permet de dégager similitudes et divergences de comportements lors de 1’assimilation de ces

deux substrats seuls ou en mélange avec le glucose, elles sont récapitulées dans le Tableau 47.
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Tableau 47 : Synthése des effets de I’utilisation du xylose ou du glycérol en simple ou co-substrats avec le glucose, sur le métabolisme de la souche Rhodotorula

Phénomeéne/ Substrat

Co-consommation avec le glucose

Conditions

Effet exces de carbone

Coproduits

Effet de I’apport progressif

Temps de réponse

Effet sur les cinétiques de
croissance

Effet sur la vitesse spécifique de
consommation du carbone

Effet sur les rendements

Utilisation en substrats purs
Effet sur les cinétiques de
croissance

Effet sur la vitesse spécifique de
consommation du carbone

Effet sur les rendements

Effet sur les pools
macromoléculaires

glutinis.

Xylose Glycérol

- Flux total de carbone limitant

- Production de xylitol puis accumulation de
xylose dans un second temps.

- Xylitol, si excés de carbone uniquement
- Immédiat

- Diminution du taux de croissance de 0.25 h' &
0.05 h't lors de la phase I1.

- (s décroit dans un premier temps puis se stabilise
autour de 0.11 Crmolsubstrat. Cmolbiomass. h2 & partir du
ratio 38%.

- Rendement maintenu a 0.6 Cumolbiomass.Crmolsubstrat
jusqu’au ratio de 38%, puis chute jusqu’a 0.42
Chmolbiomass. Cmolsubstrat™* sUr le ratio de 70%

Mmax 0.034 ht

Qsmax 0.12 Csubstrate. Cbiomass.h™

Y's,X 0.28 Cbiomass.Csubstrate™*

aucun
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- Flux total de carbone limitant
Accumulation de glycérol

- aucun

- Immédiat

- Diminution du taux de croissance de 0.14 h-140.10
h- lors de la phase II.

- (s décroit dans un premier temps puis se stabilise
autour de 0.15 Cmolsubstrat. Cmomiomass. h™* & partir du
ratio 25%.

- Rendement maintenu a 0.6 Cmolbiomass. Cmolsubstrat™*

Mmax 0.04 ht

Qsmax 0.13 Csubstrate. Cbiomass.h™®

Ys,x 0.31 Chiomass. Csubstrate™

Glucose (Granger, 1992)

Mmax 0.23 h

Qsmax 0.40 Csubstrate. Cbiomass.n™

Ys,X .66 Cbiomass.Csubstrate™
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La réalisation de ces cultures a permis 1’obtention de hautes densités cellulaires révélant
tout d’abord la possibilité de la souche a consommer le glucose et le xylose ou le glycérol et le
glucose en simples ou co-substrats dans des conditions de croissance. Dans les deux cas, la
condition nécessaire de co-consommation est que le flux de carbone total apporté demeure
inférieur au flux maximal d’assimilation de la souche. L’apport contr6lé des co-substrats a
révelé, dans les deux cas, une diminution des taux de croissance et des vitesses spécifiques de
consommation de substrats. Par ailleurs, la flexibilité métabolique de la souche étudiée a été
mise en évidence : une tres rapide adaptation lors de I’augmentation du ratio en carbone
(Ratio=Cecosubstrat/Ctota) @ été observée pour les deux substrats étudiés. 1l a également été
démontré qu'un exces de carbone lors de I’utilisation du xylose comme source carbonée en
simple ou co-substrat engendre la production de xylitol. La co-consommation, sans production
de coproduits, est donc possible, avec le controle des flux d'alimentation de chaque substrat a
une valeur inférieure ou égale a la vitesse spécifique de consommation du carbone de la souche.
La production de xylitol pourrait étre causée par un overflow de carbone dans la voie
glycolytique et une incapacité de la souche a fournir le NAD* nécessaire au catabolisme du
xylitol, pour contrebalancer ’excés de NADPHo. La régénération de NAD" se présente dans

ce cas comme un verrou métabolique.

Par ailleurs, I’étude du devenir du carbone a partir de xylose ou de mélange glucose-
xylose en condition de croissance n’a pas révélé de changement dans la composition
macromoléculaire. Une valeur élevée du coefficient respiratoire a été quantifiée par moment,

elle pourrait correspondre a 1’accumulation puis a la consommation de xylitol.

Les résultats issus des expériences mises en ceuvre permettent d’émettre des hypotheses

quant a I’importance des points métaboliques suivants :

- Importance du flux glycolytique pour permettre 1’assimilation de glucose avec un co-
substrat. On peut supposer qu’il existe plusieurs paliers dans le phénomene observé :
(i) un flux glycolytique faible autorisant la co-consommation de glucose et d’autre(s)
substrat(s),(ii) un flux glycolytique minimal qui autoriserait la co-consommation de
glucose et de xylose avec production de xylitol, mais sans accumulation de xylose, (iii)
un flux glycolytique minimal qui autoriserait la co-consommation de glucose et de
xylose avec production de xylitol et accumulation de xylose, (iv) enfin on peut supposer

I’existence d’un flux minimal a partir duquel aucun autre substrat ne serait consommé.
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On suppose en particulier I’importance du rapport des flux glycolyse/PPP dans les

phénomenes observés.

- Importance du rapport du flux glycolytique et du flux de la néoglucogenése (a partir de

glycerol) sur les rendements énergétiques et la régénération en cofacteurs.

- La premicre étape d’assimilation du xylose résulte en sa conversion en xylitol et
correspond a la consommation de NADPH>. Lorsque le flux de glucose est suffisant le
cofacteur pourrait étre généré par la PPP mais lorsque le ratio Cglucose/ Cxylose diminue, il

doit probablement trouver son origine ailleurs.

- Laproduction de xylitol peut étre due a un flux de génération de NADPH_ supérieur au
potentiel de réoxydation, reflétant un déséquilibre. Toutefois, le potentiel respiratoire
mitochondrial observé dans des conditions optimales de croissance sur glucose
apparaitrait suffisant pour assurer ce réle pour des conditions ou la vitesse spécifique
de consommation du carbone est trés nettement inferieure. La compartimentation

cellulaire pourrait-elle étre la cause de ces constations ?

D’une maniére globale, les résultats obtenus permettent de souligner I’importance de la
régénération des cofacteurs, de leur distribution intracellulaire et leur impact sur le rendement
énergétique, dont la diminution supposée au fur et a mesure de I’apport progressif en second
substrats pourrait expliquer la diminution des cinétiques et des rendements de conversion de
substrat en biomasse observés a partir des substrats carbonés xylose et glycérol. Pour ce dernier
point, ’importance de la compartimentation cellulaire et en particulier de la mitochondrie
semble étre primordiale. En effet, la mitochondrie est un organite intracellulaire délimité du
cytoplasme par 2 membranes superposées : une membrane externe ou la présence de
nombreuses porines permet le passage de molécules et une membrane interne repliée
recouvrant de nombreuses invaginations membrane dans laquelle se trouve la chaine
respiratoire et ou, en aérobiose, a lieu la ré-oxydation des coenzymes réduits. L’entrée du

pouvoir réducteur (2H* + 2e7) dans la mitochondrie se fait par I’intermédiaire de navettes.

Tout d’abord, la navette citrate-pyruvate fait intervenir I’ATP citrate lyase, la malate
déshydrogénase et I’enzyme malique, toutes trois situées dans le cytosol, ainsi que la citrate

synthase et la pyruvate carboxylase mitochondriales. Par I’intermédiaire de cette navette, le
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malate issu du citrate via le cycle de Krebs est équimolairement utilisé pour la translocation du
citrate, qui permet I’export du pouvoir réducteur vers le cytoplasme. Mais ce mécanisme est

couteux en énergie (Figure 29).
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Figure 29 : La navette mitochondriale citrate-pyruvate

L’export du pouvoir réducteur se déroule selon les étapes décrites ci-apres. Dans le
cytoplasme, la citrate lyase catalyse la scission du citrate en oxaloacétate et en acétate. Ensuite,
I’oxaloacétate, est transformé en malate par la malate déshydrogénase de la navette
malate/aspartate. Mais ce malate, au lieu d’entrer dans la mitochondrie est utilisé par ’enzyme
malique pour produire du pyruvate et du NADPH. Toutefois cette navette qui permet le
transfert du pouvoir réducteur du NADH2 au NADPH: équilibre par ailleurs la génération du
NADH: issu de la synthése de xylose> xylulose. Le pyruvate enfin, rentre dans la
mitochondrie ou il se transforme en acétyl-CoA (pyruvate déshydrogénase) et en oxaloacétate
(pyruvate carboxylase) qui permettent a nouveau la synthése du citrate. Toutefois le transfert
du citrate ce fait en contre transport avec le malate. Ceci suppose une exportation directe du
malate mitochondrial (transporteur qui existe) qui va permettre de générer le NADPH; sans
réoxydation preéalable du NADH, (comme dans la navette compléte). Dans ce cas, on peut
expliquer une déficience de la réoxydation du NADH: excédentaire en en conséquence, une
accumulation de xylitol, qui pourrait résulter d’une limitation du potentiel de réoxydation
cytosolique. Le co(t énergétique de cette voie pourvoyeuse en NADPH, H* pourrait expliquer

les baisses de rendements lors des forts ratios en xylose.

Par ailleurs, la navette glycérol phosphate met en jeu 2 enzymes: la glycérol 3-

phosphate déshydrogénase (G3PDH) cytosolique et un complexe G3PDH situé dans la
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membrane mitochondriale (Figure 30). Dans le cytosol, la GPDH convertit le NADH,
H* en NAD" en réduisant la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) en glycérol-3-phosphate,
lui transmettant ainsi le pouvoir réducteur. Apres étre entré dans la mitochondrie via une
porine, le glycérol-3-phosphate est reconverti en DHAP par le complexe G3PDH membranaire
qui transfére le pouvoir réducteur au FAD pour former FADH ; enfin le pouvoir réducteur est
transféré a un élément mobile (Q) qui le transfere a la chaine de transport d'électrons au niveau
du complexe Ill, les électrons rejoignant ainsi le processus de phosphorylation oxydative
(Figure 31).

NADH, H+ NAD+

DHAP £ > G3P
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Figure 30 : La navette glycérol-phosphate, entre le cytosol et la membrane mitochondriale.

Avant I’utilisation de la navette glycérol-phosphate, la réoxydation du NAD réduit
formé au cours de la glycolyse a permis la synthése de 2 molécules d’ATP cytosolique. Dans
la mitochondrie, une molécule de NADH, va donner 10 électrons intermédiaires, permettant la
synthése de 10/3 ATP (Figure 31). Ainsi, I’intégration de cette navette explique une diminution

du rendement énergétique.
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Figure 31: Régénération de pouvoir réducteur et synthése d’ATP dans la chaine respiratoire.
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La navette malate-aspartate met en jeu la malate déshydrogénase et I'aspartate
transaminase sous leurs isoformes cytosolique et mitochondriale (Figure 32). Dans une
premiere étape, dans le cytosol, le NADH transfére ses deux électrons a une molécule
d'oxaloacétate sous l'action de la malate déshydrogénase. Le malate franchit ensuite la
membrane mitochondriale externe a I'aide d'une porine puis emprunte un antiport malate-a-
cétoglutarate pour franchir la membrane mitochondriale interne. Dans la mitochondrie, le
malate est oxydé a nouveau en oxaloacétate par une malate déshydrogénase mitochondriale ce
qui convertit une molécule de NAD™ en NADH. L’oxaloacétate est converti en aspartate sous
I'action d'une aspartate aminotransférase mitochondriale par transfert d'un groupe amine du
glutamate converti en a-cétoglutarate ; l'aspartate emprunte un antiport glutamate-aspartate
pour franchir la membrane mitochondriale interne, puis franchit la membrane mitochondriale
externe via une porine pour regagner le cytosol ; l'aspartate cytosolique est converti en
oxaloacétate par une aspartate aminotransférase cytosolique qui produit également du
glutamate a partir de 1'a-cétoglutarate. Ce mécanisme de transport passif présente I'avantage de
préserver le potentiel de transfert des électrons produits par les oxydations cytosoliques, car
ces électrons sont transférés indirectement d'un NADH cytosolique a un NADH mitochondrial.
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Figure 32 : la navette mitochondriale malate-aspartate

Ainsi, les navettes mitochondriales jouent un réle fondamental dans la régénération des
cofacteurs. La complexité de leur fonctionnement et le couplage de métabolites sur lesquels

elles reposent permettrait d’expliquer un équilibre du pouvoir rédox.

Ces travaux argumentent de perspectives intéressantes sur la diversification de substrats
carbonés pour la production de lipides. A ce stade des travaux, la problématique qui se pose
est alors la suivante : comment gérer les flux d’alimentation N/C en maintenant la

consommation de deux substrats carbonés tout en garantissant une croissance résiduelle —
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puisqu’il a été démontré qu’un renouvellement cellulaire permet d’atteindre des vitesses
d’accumulation de lipides optimales (Cescut, 2009)- et favoriser 1’accumulation lipidique? Il
est aussi intéressant de se demander si la flexibilité métabolique de la souche et si sa capacité
d’adaptation vont étre maintenus en condition d’accumulation lipidique a partir des substrats
d’intérét considérés dans ce travail. L’importance des co-facteurs a déja été soulignée lors de
la simple ou co-consommation du xylose, 1’équilibre redox étant par ailleurs un point clé du
métabolisme lipidique, il est légitime de se demander si ce stress intracellulaire va favoriser ou
au contraire désavantager I’accumulation lipidique. En complément, quel serait I’impact de la

diversification des sources de carbone sur le profil lipidique ?
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Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

Chapitre 2 : Répartition du carbone a partir de xylose ou de glycérol en
simple ou co-substrats avec le glucose en condition de limitation azote par la
levure Rhodotorula glutinis.

1. Conduite de culture pour I’accumulation de lipides par la souche d’intérét
en co-substrats.

Comme reporté dans le chapitre 1 (Chapitre | : Devenir du carbone en conditions de
croissance a partir de xylose et glycérol en simple ou co-substrats avec le glucose. page 117),
R. glutinis (R. toruloides) est un microorganisme oléagineux qui se distingue par sa capacité a
accumuler des quantités importantes de lipides, qui peuvent atteindre jusqu’a 0.70 giip.gx ™.
Dans le chapitre précédent, il a été montré que la levure étudiée est capable de consommer du
xylose et du glycérol et de les co-consommer en présence de glucose en conditions limitantes
de carbone, avec des cinétiques et des rendements inférieurs & ceux reportés dans la littérature
a partir de glucose. Dans ce second chapitre, 1’étude consiste a caractériser les potentialités
d’accumulation lipidique de R. glutinis a partir des mémes substrats carbonés : glucose, xylose
et glycérol. La quantification de la physiologie de R. glutinis et de son comportement
dynamique est realisée lors de cultures en bioréacteurs, en conditions parfaitement maitrisées
de limitation nutritionnelle par I’azote et en présence de ratios de substrats carbonés (glucose-
xylose et glucose-glycérol) variables. L’objectif a terme est de déduire de ces résultats les
stratégies d’optimisation du rendement de conversion des substrats en lipides et de la

productivité globale de lipides sur les différents substrats considérés.

1.1. Etude expérimentale : le mode de culture

Les cultures en mode fed-batch permettent d’atteindre de hautes densités cellulaires :
les concentrations en biomasse avec la souche Rhodotorula glutinis peuvent étre de 1’ordre de
100 gx.L* (Granger, 1992). Par ailleurs, ce mode de conduite permet de contrdler les apports
en substrats carbonés, ce qui, en condition de croissance, comme cela a été mis en évidence
dans le précédent chapitre, est fondamental pour I’obtention d’une co-consommation. Ce mode
de culture permet également d’induire des changements de métabolisme en introduisant une
limitation nutritionnelle pour déclencher 1I’accumulation lipidique, tout en bénéficiant du vécu
microbien antérieur. Le mode fed-batch dans un bioréacteur de 20L parfaitement instrumenté

est donc utilisé pour I’ensemble de cette étude sur la répartition intracellulaire du carbone lors
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de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation nutritionnelle chez la

levure Rhodotorula glutinis.

1.2. Limitation nutritionnelle : I’azote et le carbone

La nature et I’intensité de la limitation nutritionnelle sont des paramétres essentiels pour
déclencher et contréler I’accumulation lipidique. En mode fed-batch, la vitesse spécifique de
consommation en élément limitant doit étre suffisamment élevée pour permettre une croissance
résiduelle nécessaire au renouvellement de la biomasse (Cescut, 2009). L’azote est la limitation
nutritionnelle la plus répandue dans la littérature. C’est aussi la plus aisée & maitriser pour
induire les phénomenes d’accumulation lipidique puisqu’elle permet de contrdler de maniere
directe I’évolution de la biomasse catalytique par la maitrise des cinétique de croissance, ce qui
apporte I’avantage d’éviter les dérives quant au devenir du carbone (Granger et al., 1992,
Cescut, 2009, Wiebe et al., 2012). La limitation par I’azote est donc la stratégie retenue pour

nos expérimentations.

Afin de quantifier les dynamiques du métabolisme de la levure lors de 1’accumulation
de lipides en condition intensive, la stratégie de culture de la levure oléagineuse d’intérét
comprend deux phases : une phase de croissance exponentielle et une phase d’accumulation
sous limitation azote (Cescut, 2009). La premiere phase permet ainsi de produire la biomasse
catalytique (biomasse totale hors lipides accumulés) dans un état physiologique contrdlé et
avec une concentration suffisamment élevée pour une exploration rationnelle de la phase
d’accumulation. Cette phase de croissance est controlée par 1’apport de carbone, elle est
réalisée a partir de glucose comme source carbonée. Le substrat est apporté de maniére a
imposer un taux de croissance proche du taux de croissance maximal de la souche. Dans la
seconde phase, la limitation en source azotée est initiée par substitution de la solution
d’ammoniaque régulatrice du pH par une solution d’hydroxyde de potassium. Lorsque la
limitation est effective, son controle est effectué par la maitrise du débit imposé d’une solution

d’ammoniaque, qui fixe alors le taux de croissance de la culture.
La croissance résiduelle étant controlée par 1’apport limitant en azote, le carbone ou les

ratios de carbone sont apportés en exces par rapport aux besoins de croissance determinés par

I’apport en azote, pour permettre I’accumulation de substance de réserve. Les ratios de mélange
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de substrats carbonés glucose-xylose ou glucose-glycerol sont définis, appliqués et ajusté au

cours de chaque fermentation de maniére a :

- Eviter ’accumulation de substrat dans le mott de fermentation.

- Permettre la co-consommation lors de 1’apport de ratios en substrats

- Eviter la formation de coproduits indésirables (ex. : le xylitol)

- Réduire le N/C apporté de maniére progressive selon un profil exponentiel

décroissant au cours de la fermentation.

1. Capacité d’accumulation de macromolécules a partir de diverses sources

carbonées
1.1.Résultats expérimentaux

1.1.1. A partir de glucose et de xylose en simple ou co-substrats

La Les pointillés indiquent la mise en place de la limitation en azote.

Figure 33 représente 1’évolution des principaux parameétres biologiques lors d’une culture
de Rhodotorula glutinis en mode fed-batch, a 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et
xylose et limitation azote. Apres une phase de croissance a partir de glucose comme seule
source carbonée, la limitation en azote est mise en place (ce qui est représenté par des pointillés
rouges sur la figure). La concentration en biomasse est alors de 15gcw.L™ . Le métabolisme de
synthése et d’accumulation lipidique est initi¢, sous le fait de la limitation nutritionnelle,
toujours en utilisant le glucose comme substrat carboné. Une fois le métabolisme de la souche
oléagineuse stabilisé, le premier pallier d’alimentation en co-substrats xylose-glucose est mis
en place. La concentration en biomasse totale est alors de 37 geaw.L?. Deux ratios
intermédiaires d’apport en co-substrats (23 et 62%) sont ainsi expérimentés au cours de la
fermentation avant que seul le xylose ne soit apporté, apres 58 heures de culture. Le ratio N/C
apporté est de 0.16 en début de culture; il évolue ensuite au cours de la culture selon un profil
exponentiel décroissant en fonction de la capacité de la souche a accumuler des lipides et a
consommer les substrats carbonés. 1l est en fin de culture proche de 0.04 moln.molc?. La

concentration en biomasse totale a pour valeur finale 110 geaw.L™.
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Les pointillés indiquent la mise en place de la limitation en azote.
Figure 33 : Evolution de la concentration en biomasse totale, du ratio azote sur carbone et du ratio de
I’apport en substrats carboné lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6,

milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation azote.

Le coefficient respiratoire, défini selon QR:rC& (Cf. Partie 3 5.3. page 105) est un

ro,
indicateur en ligne pertinent caractéristique du métabolisme de la synthése lipidique : en
conditions d’accumulation il tend a augmenter du fait du caractere plus réduit des lipides par
rapport au degré de réduction de la biomasse. Son évolution, ainsi que celle du coefficient de
transfert volumétrique de I’oxygene Ka (cf. Matériel et Méthodes, page 100) sont représentées

sur la Figure 34.
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Les pointillés indiquent la mise en place de la limitation en azote.
Figure 34 : Evolution du KLa, du coefficient respiratoire et du ratio en substrats lors d’une culture de
Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation

azote.

L’évolution du coefficient respiratoire ne peut étre interprétée que lorsque les
conditions de transfert gazeux sont stabilisées. En effet, lors d’un changement des parametres
d’aération (agitation et surtout conditions d’aération), on peut observer une brusque désorption
du CO2 suraccumulé dans le moat de fermentation, qui impacte 1’analyse de gaz par un signal
non représentatif de 1’activité métabolique instantanée. Il apparait, lors de la phase de
croissance, et, aprés une premiére augmentation du Kia a 9 heures de culture que le coefficient
respiratoire se stabilise autour de 1.15. La mise en place de la limitation par I’azote a 14 heures
de culture (pointillés rouges sur la Figure 34) s’accompagne immédiatement d’une
augmentation du QR, ce qui traduit la mise en place de la biosynthese lipidique. Un peu avant
20 heures, la stabilisation du coefficient autour de 1.4 (et donc la stabilisation du métabolisme
de la souche) a encouragé 1’établissement de 1’apport en xylose en co-substrat avec le glucose
par la mise en place d’un premier ratio. Tout au long de la culture, le coefficient respiratoire
demeure élevé par rapport a la valeur de 1.15 observée avant la mise en place de la limitation
azote ; il est supeérieur a 1.2, ce qui met en évidence le métabolisme de synthése lipidique et
son maintien tout au long de la culture. Cependant, 1’augmentation progressive de xylose dans
la part du carbone apporté semble correspondre a une diminution relative du coefficient

respiratoire : entre 30 et 40 heures de culture, alors que le ratio est de 23%, le QR est stabilisé

159



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

a 1.32; entre 50 et 60 heures de culture, le QR est stabilisé a 1.2. Cette variation pourrait
s’expliquer par les différences de degré de réduction entre substrats (glucose, xylose) et
produits (biomasse catalytique, TAG) (Tableau 48). Elle pourrait aussi argumenter d’un

ralentissement du mécanisme d’accumulation.

Tableau 48: Degré de réduction des substrats carbonés utilisés lors des fermentations mises en ceuvre et

des TAG, principal produit de Rhodotorula glutinis.

COMPOSE DEGRE DE REDUCTION DU CARBONE
Biomasse catalytique 4.19

Glucose 4

TAG 5.58

Xylose 4

Xylitol 4.4

La Figure 35 reporte 1’évolution des concentrations en sucre et métabolites dans le

surnageant de culture. Aucune trace d’acide organique n’a été quantifiée.
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Figure 35 : Concentrations en substrats résiduels et en xylitol dans le surnagent lors d’une culture de
Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation

azote.
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Nous observons que :

- lors de la mise en place de la limitation en azote, du glucose s’accumule a raison de
10g/L puis la concentration résiduelle en glucose est nulle a partir de 20h de culture.

- lors de la mise en place de la co-alimentation a 21h, puis a 40 h, la concentration en
xylose atteint respectivement 2 g.L ™ et 5 g.L%; il est consommé tout au long de la
culture avec une concentration en xylose inférieure 4 0.1 g.L* avant le pic de 40 heures,

aprés le pic de 40 heures la concentration résiduelle est inférieure 4 1.5 g.L L.

De plus, lors du dernier ratio, ou le xylose est apporté comme seule source de carbone, une
trés forte accumulation a lieu (environ 35g.L™ dans le surnageant). Le pentose accumulé sera
toutefois reconsommé dans la derniere phase de la culture, apres un ajustement du débit
d’alimentation : en début de ratio, la vitesse de consommation de xylose était plus faible que

le flux de xylose apporté.

La concentration en xylitol est en dessous du seuil limite de quantification excepté
autour de 26 h, 44 h, et pendant I’intervalle 58-65 h ou les valeurs maximales sont
respectivement 2.7 g.L 1, 0.2 g.L et 2.6 g.L%. Ces pics correspondent a un excés de carbone :
dans les trois cas cités le xylose résiduel dans le surnageant est non nul. Lors du dernier ratio,
la tres faible production de xylitol malgré I’exces de xylose semble indiquer que dans ces
conditions le xylose excédant les capacités d’accumulation de la souche n’est ni consommé, ni
catabolisé, il est accumulé dans le milieu. Ce résultat s’oppose aux observations faites en
condition de croissance (chapitre 1) ou en présence d’un exces de carbone (xylose ou glucose)
on observe la production de xylitol — indiquant, dans ce cas, que le xylose est consommé mais
non catabolisé. Il semblerait, d’aprés ces résultats, que le comportement de la levure différe en
condition d’accumulation de lipides. Cette divergence peut s’expliquer par le besoin en co-
facteurs. En effet, lors du métabolisme d’accumulation lipidique, le pouvoir réducteur fourni
par le NADPH, H" est nécessaire pour réduire les groupes acétyl en chaines acyls d’acides gras
(16 moles de NADPH, H* pour un acide gras en C18). Alors que la régénération de pouvoir
réducteur est donc déterminante dans la capacité d’accumulation de TAG, elle détermine aussi
la capacité de consommation du xylose : la xylose-réductase NADPH-dépendante convertit le
D-xylose en xylitol qui via la xylose-déshydrogénase NAD™ dépendante est transformé en
xylulose. L’utilisation de xylose pour la synthéese lipidique complexifie donc le probléme déja
complexe de la régénération de pouvoir réducteur. Dans ces considérations et sur la base des

observations expérimentales, le flux de production de NADPH, semble limitant : le NADPH:
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nécessaire a la synthese de xylitol pourrait étre préférentiellement mobilisé pour la synthese
lipidique, ce qui expliquerait que méme en condition d’exceés de carbone le xylitol ne

s’accumule pas.

La Figure 36 représente les pourcentages massiques en lipides totaux et polysaccharides
totaux accumulés par la levure au cours de la culture. Ces résultats révélent que 1’accumulation
lipidique est initiée sur glucose pur (18% de lipides et 8% de polysaccharides apres 14h de
culture, 22% de lipides et 11% de polysaccharides a 22h de culture), et qu’elle se poursuit lors
de la mise en ceuvre de la co-alimentation en glucose et xylose. Lors du ratio carbone de 23%,
entre 40 et 45 heures de culture, une trés haute teneur en macromolécules apparait: les
pourcentages massiques en lipides et polysaccharides atteignent respectivement 50% et 10%
de la biomasse totale
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Figure 36 : Evolution des pools macromoléculaires lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-

batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation azote.

A partir de 47 heures, le pourcentage massique en lipides totaux diminue et se stabilise a
40% ; de facon similaire et concomitante la composition en polysaccharides diminue puis se
stabilise a 7% en masse de la biomasse totale. Sur ce méme intervalle de temps, 1’évolution du

coefficient respiratoire (Les pointillés indiquent la mise en place de la limitation en azote.
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Figure 34) augmente pour atteindre une valeur maximale vers 42 heures de culture (durée
qui correspond aux teneurs en lipides proches de 55%) avant de rediminuer pour se stabiliser a
1.2 sur la derniere phase de la culture, pendant laquelle les pourcentages massiques en lipides

sont plus faibles (ils oscillent entre 35 et 40%).

1.1.2. A partir de glucose et de glycérol en simple ou co-substrats

Les dynamiques d’accumulation lipidique de Rhodotorula glutinis a partir de de
glucose et de glycérol ont été étudiées selon la méme démarche d’apport en ratios progressifs
et quantifiées lors de cultures en mode fed-batch. La Figure 37 représente 1’évolution des
paramétres biologiques lors d’une culture de Rhodotorula glutinis. Les phases expérimentales
sont les suivantes : une phase de croissance pure, d’abord avec le glucose comme substrat, puis,
lorsque la biomasse atteint 6gcaw.L™, & partir de 5 heures de culture, avec le glycérol en co-
substrat avec le glucose selon un ratio a 6%. La stabilisation du QR a une valeur de 1.1 sur ce
ratio a 6% entre 10h et 16h de culture indique la stabilisation du métabolisme (Figure 38). La
limitation en azote est alors appliquée a 16h (ce qui est représenté par des pointillés rouges sur
la Figure 37) alors que le ratio carbone de 6% est maintenu. La concentration en biomasse est
alors de I’ordre de 15gcaw.L™2. En plus de ce premier pallier d’apport en co-substrats, trois ratios
intermédiaires (27, 57%, et 78%) sont expérimentés au cours de la fermentation avant que seule
I’alimentation de glycérol ne soit maintenue (ratio 100%), aprés 60 heures de culture. Le ratio
N/C apporté évolue au cours de la culture selon un profil exponentiel décroissant en fonction
de la capacité de la souche a accumuler des lipides et a consommer les substrats carbonés. En
fin de culture il est autour de 0.05 moln.molc™. La concentration en biomasse totale a pour

valeur finale 75 geaw.L ™.
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Figure 37 : Evolution de la concentration en biomasse, du ratio azote sur carbone et du ratio de ’apport
en substrats carboné lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu

salin, substrats glucose et glycérol, limitation azote.

L’évolution du coefficient respiratoire, indicateur en ligne de la synthése lipidique, et
du Ka sont représentées sur la Figure 38 ; comme mentionné dans le chapitre 1 (Section 1.2
des résultats de la publication, page 133), du fait du caractere plus réduit du glycérol par rapport
au glucose, la métabolisation du glycérol entraine une diminution du QR.
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Figure 38 : Evolution du KLa, du coefficient respiratoire et du ratio en substrats lors d’une culture de
Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et glycérol, limitation

azote.

Il apparait, lors de la phase de croissance, que le coefficient respiratoire se stabilise autour
de 1.08. Cette stabilisation du métabolisme, indiquant une co-consommation de par la valeur
du coefficient respiratoire (pour rappel, le QR était de 1.15 dans 1’expérience précédente sur
glucose pur avant la mise en place de la limitation) a encouragé la mise en place de la limitation
par 1’azote (indiquée par des pointillés rouges sur la figure 38). En réponse a la limitation, on
observe une augmentation du QR, ce qui traduit la mise en place de la synthése lipidique.
L augmentation du QR se poursuit lorsque le ratio suivant (27%) est mis en place. Par contre,
de maniére trés nette, le coefficient respiratoire diminue des lors que I’apport en glycérol
augmente : a 20h, 42h et 60h de culture, ce qui correspond respectivement a la mise en place
des ratios 57%, 78% et 100%. Les variations de ce signal confortent la (co)-consommation des
substrats carbonés. Le coefficient respiratoire stabilisé sur glycérol pur est ici de 0.9. Dans le
chapitre 1, le coefficient respiratoire observé sur glycérol pur en condition de croissance était
de 0.8. Cette comparaison confirme le maintien du métabolisme d’accumulation puisque le QR
est plus élevé qu’en condition de croissance, mais plus faible que celui observé sur les paliers

précédents ou sur glucose pur.

165



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

Il est intéressant de souligner que dans la perspective d’un suivi en ligne du procédé
d’accumulation de lipides, le coefficient respiratoire est un bon indicateur lorsque les substrats
carbonés utilisés sont le xylose et/ou le glucose. Cependant la consommation du glycérol
entraine un abaissement du QR, a I’inverse du phénoméne d’accumulation de lipides qui induit
une augmentation. Ce signal est donc inadapté pour le suivi en ligne de 1’accumulation

lipidique a partir du substrat glycérol.

La Figure 39 représente les pourcentages massiques en lipides totaux et polysaccharides
totaux analyses lors de la culture. Initialement mesurée a 13.5% de la masse séche totale, la
teneur en lipide augmente et semble se stabiliser autour de 35-40% de la biomasse totale. Il est
par contre difficile d’évoquer une évolution du pool polysaccharidique : tout au long de

I’expérimentation la teneur semble stabilisée entre 8 et 10% de la masse seche totale.
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Figure 39 : Evolution des pools macromoléculaires a) lipides intracellulaires totaux b) polysaccharides
totaux, lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats

glucose et glycérol, limitation azote.

Ces résultats montrent que le métabolisme de synthése et d’accumulation lipidique est mis
en place sous le fait de la limitation nutritionnelle par 1’azote, alors que glucose et glycérol sont
co-consommés. Toutefois, 1’évolution des pools macromoléculaire, révélant en particulier une

stabilisation assez rapide de la teneur en lipides (Figure 39), ne correle pas au N/C apporté
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(Figure 37) qui lui diminue continuellement. Une réconciliation des données concernant les

compositions élémentaires et macromoléculaire est nécessaire.

1.2.Problématique de la composition de la biomasse catalytique et réconciliation

1.2.1. Définition de la biomasse catalytique.

La biomasse catalytique est definie comme la biomasse métaboliquement active. Sa
composition en macromolécules est donc constitutive. En d’autres termes, en condition de
croissance pure, la biomasse catalytique correspond a la biomasse totale, tandis qu’en condition
d’accumulation de réserves, la biomasse catalytique désigne la biomasse totale dépourvue des

substances de réserves accumulées.

La composition élémentaire et la composition macromoléculaire de la biomasse
catalytique sont utilisées comme références pour le calcul et I’interprétation des résultats issus
des fermentations en condition d’accumulation de substances de réserve, en particulier pour le

calcul des vitesses spécifiques.

1.2.2. Problématique

Or, d’aprés les valeurs présentées ci-dessus (évolution du ratio N/C et pools
macromoléculaires), il semblerait qu’il existe une divergence entre la composition élémentaire
et la composition macromoléculaire de la souche. Par exemple, dans le cas de la fermentation
a partir de glucose et xylose, le pourcentage massique en lipides totaux et polysaccharides
totaux est stable a partir de 50 heures de culture (Figure 36) alors que le ratio N/C diminue
jusqu’a la fin de I’expérimentation (Figure 33). 1l en est de méme pour la fermentation utilisant
glucose et glycérol comme sources carbonées. Comment réconcilier ces données de maniére a
recalculer les compositions élémentaires et macromoléculaires ? Comment recalculer une
composition de la biomasse catalytique de maniére a pouvoir réaliser les analyses cinetiques et

stoechiométrique ?
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1.2.3. Approche de réconciliation

On peut rechercher la composition de la biomasse totale (biomasse catalytique +
macromolécules) qui correspond au mieux aux analyses CHON tout en ré-estimant la

composition de la biomasse catalytique.

1.2.3.1. Composition de la biomasse catalytique en condition de croissance

La composition élémentaire de la biomasse est déterminée expérimentalement par des
analyses élémentaires faites sur des échantillons collectés en condition de croissance sur
substrats purs (glucose, xylose et glycérol) purs puis sur des substrats en mélange glucose-

xylose ou glucose-glycerol. Les résultats sont présentés dans le Tableau 49.

Tableau 49 : Composition élémentaire de la biomasse catalytique d’aprés les analyses élémentaires

réalisées sur 28 échantillons de fermentation représentatifs de I’ensemble de I’étude.

Elément C H O N
Composition 1 1.823 0.539 0.161
Ecart-type - 0.054 0.030 0.014

En supposant que les erreurs sont aléatoires selon une loi normale, 90% des mesures
doivent étre dans I’intervalle moyenne +/- 1,63% de I’écart-type. Les données ne correspondant
pas a ce critere sont éliminées. Cette étude permet de retenir la composition moyenne présentée
dans le Tableau 50.

Tableau 50 : Composition élémentaire de la biomasse catalytique apreés sélection des données.

Elément C H (@) N P S MMcHon ~ MMcHonps
Composition 1 1.811 0.534 0.164 0.013 0.001 24.673 25.106
Ecart-type - 0.051 0.026 0.011 - - - -

Cette composition moléculaire correspond, d’apres 1’outil de modélisation métabolique
développé au sein de 1’équipe FAME et décrit dans le matériel et méthodes, & la teneur en
macromolécule décrite dans le Tableau 51.

169



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

Tableau 51 : Teneur en macromolécules de la biomasse catalytique correspondant a la composition

élémentaire présentée dans le Tableau 50, d’aprés I’outil de modélisation métabolique.

Protéines 37.1
ADN 10.7
ARN 2

Phospholipides 5.8
Polysaccharides 18.6
Triglycérides 4.6
Stérols 2

Chitine 3.6
Eau 6.6
Cendres 6.92

Les analyses des pools macromoléculaires (lipides et polysaccharides) pour les
échantillons en condition de croissance (sans limitation nutritionnelle), sont comparées aux
estimations présentées ci-dessus (Tableau 51). La teneur estimée en polysaccharides semble
élevée par rapport aux échantillons pour lesquels les substrats utilisés étaient glucose et
glycérol (10.15 % +/- 3%) — une hypothese consiste a admettre que 1’on ne dose pas la totalité
des polysaccharides, récalcitrants a 1’hydrolyse. Par ailleurs, la teneur calculée en
polysaccharides elle s’approche trés fortement des analyses des échantillons en conditions de

croissance sur glucose et xylose en mélange (16 % +/- 1.5%).

Le pourcentage massique de lipides totaux apres réconciliation est de 12.4% (stérols,
triglycérides, phospholipides). Cette valeur correspond aux pourcentages massiques en lipides
totaux analysés en condition de croissance a partie de glucose et de glycérol (13.4%). A partir

de glucose et de xylose, la teneur en lipides analysés est plus élevée (21% +/-1.5%).

Ainsi, cette dispersion des analyses en macromolécules issues des analyses ne permet
pas de statuer sur une composition macromoléculaire stable et constante de la biomasse
catalytique quel que soit le substrat. La variabilité des teneurs en macromolécules de la souche
d’intérét, et plus particuliérement de la teneur constitutive en lipides totaux est également
observée dans les travaux antérieurs mentionnés dans la littérature : Zhu et al. ont déterminé
22.8% de lipides lors de la culture de Rhodosporidium toruloides sur milieu minéral et substrat
glucose en culture continue, Zhang et al., ont évalué le pourcentage de lipides a 5% chez

Rhodotorula glutinis en culture batch substrat glucose en conditions de croissance. Enfin, Yang
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et al. reportent que la teneur massique en lipides totaux de Rhodosporidium toruloides en fin
de phase de croissance est de 10% lors d’une culture sur substrat glucose (Zhu et al., 2012;
Zhang et al, 2011 ;Yang et al., 2014).

Dans ce contexte, les estimations macromoléculaires calculées (Tableau 51) obtenues
d’aprés la composition élémentaire mesurée en condition croissance (Tableau 50) sont pris
comme référence pour la suite de 1’étude. La problématique qui se pose est la suivante : quelle
est la composition élémentaire de la biomasse catalytique correspondant & la composition
macromoléculaire retenue ? A partir de cette réconciliation, quels sont les teneurs en

macromolécules accumulées ?

1.2.3.2. Calcul de la composition de biomasse catalytique et des pools macromoléculaires en
condition d’accumulation de substances de réserves

Les 4 variables suivantes : la biomasse catalytique, les lipides, les polysaccharides et I’eau
sont recalculées sur la base de I’accumulation des éléments ou flux élémentaires au cours de la
fermentation. Dans les paramétres a considérer pour résoudre le systeme il est important de
noter les points suivants : 1) Comme il a été démontré chez les micro-organismes oléagineux
(Cescut, 2009, Portelli, 2012), les polysaccharides sont substrats ou produits en fonction des
conditions de culture ; 2)1l est supposé que la teneur résiduelle en eau dans la biomasse séche
est égale a 6,6 % (Tableau 51)

Ainsi, si k éléments sont pris en compte dans la matrice élémentaire (C, H, O et N) on peut
calculer k composés de degré de réduction différents, estimés a partir de I’inverse (ou la pseudo

inverse) de la matrice élémentaire associée, le systeme est ensuite résolu selon :

#
i EES'[

Equation 87.

estimé* " (t) —

t
Chtine Vi =| [ Pt|Eres
0

k . . : , o . .
Avec C - quantité molaire des variables d’état estimées, ®. flux molaire échangé |Emes|

matrice élémentaire des flux mesurés et |E__| matrice élémentaire des variables estimées.

est
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1.3.Résolution : exemple avec le glucose et le xylose comme substrats

La consommation de carbone de la souche cultivée sur glucose et xylose est calculée comme

décrit sur I” Equation 88.
jout jout - .
C™ =Cglie +Ci” —Caie " —Ciyi'" (Equation 89)

A partir du volume théorique calculé (pour s’affranchir des prélévements et du facteur
de dilution due au mode fed-batch), de 1’utilisation des données en ligne (masses balances
substrats carbonés et azotés), de I’interpolation des substrats résiduels et des coproduits
(xylitol), du traitement des gaz ramenés au volume théorique, il est possible de déterminer le

flux d’accumulation net en éléments au cours du temps par le produit du vecteur molaire

c*™ 0,,C0,,NH;,C par la matrice élémentaire E . (Tableau 52). Les résultats sont

xylitol

présentés sur la Figure 40.

Tableau 52 : Vecteur molaire utilisé pour le calcul de I’accumulation des éléments Emes

C H O N

1 2 1 0 Glucose/Xylose

0 0 2 0 02

1 0 2 0 cCo02

0 3 0 1 NH3

1 24 1 0 Xylitol

400 45
2 350 4
g 35
§ 300 g
e 3 o
s 250 3
c @ n
S S 2.5 %
= 2200 =
O X 2 =
$ -~ 150 3
8 15 3
S 100 L 2
3
S 50 05
0 0
0 20 40 60 80
Temps (h) eC ‘H -0 «N

172



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

Figure 40 : Accumulation totale des éléments carbone, oxygéne, hydrogéne et azote au cours d’une
culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose,

limitation azote.

On décompose la biomasse catalytique issue de la phase de croissance en 3 eléments
- Labiomasse catalytique hors polysaccharides ( Xé )

- les polysaccharides ( Pls )
- les lipides (Lip).

De maniére a calculer les pools macromoléculaires accumulés et non constitutifs, le
calcul est réinitialisé dés que ’accumulation de substance de réserve est initiée. Les résultats

d’accumulation élémentaires sont présentés Figure 41.

400 35
[«b]
c
qé')) 350 3
o
E_‘ 300 25 2
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88,200 g

> =
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g
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Figure 41 : Evolution des pools macromoléculaires hors biomasse catalytique durant la phase
d’accumulation de réserves lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6,

milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation azote.

La composition moyenne en triglycerides utilisee pour les calculs est détaillée dans le
Tableau 53 (Cescut, 2009) ce qui correspond a la composition moyenne décrite dans le Tableau
54.

Tableau 53 : Composition des triglycérides accumulés par Rhodotorula glutinis (Cescut, 2009)
C H 0
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C18
C18:1
C18:2
C18:3

Cl6
Cle:1

12.7%
37.4%
14.6%
4.2%
27.7%
3.3%

18
18
18
18
16
16

36
34
32
30
32
30

N DD NN NN

Tableau 54 : Moyenne de la composition des TAG accumulés par Rhodotorula glutinis.

C

1.000

H

@)

1.838

Masse Mol.
0.109 15.579

La matrice élémentaire ‘Eest‘ considérée pour I’estimation des variables est détaillée dans le

Tableau 55.

Tableau 55 : Matrice élémentaire prise pour I’estimation des variables.

H

@) N

1.6666 0.8333 0

a

b c

1.8376 0.1088 O

2

1 0

MMolaire
Pls 27.0
Xeatw MM, Xeat"
Lip 15.579
H20 18.0

La composition de X est donnée variable et la masse molaire est calculée en prenant en

compte le phosphore, le soufre et la teneur en cendres tels qu’estimés pour la biomasse

catalytique (paragraphe 1.2.3.1 page 169). Ainsi, les valeurs de a,b,c sont initialisées aux

valeurs de la biomasse X , auxquelles correspond la matrice inverse

#(Tableau 56).

Eest

Tableau 56 : Matrice élémentaire inverse prise pour ’estimation des variables.

Z O I O

Pls
1.0000

-0.6173
1.2346

-2.2460

Xcat*

0.0000
0.0000
0.0000
5.0339

Lip H20
0.0000 -0.8333
0.6173  0.4472

-1.2346  0.1055

-2.7879  0.4027

174



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de limitation
azote par la levure Rhodotorula glutinis.

A partir du volume théorique 1’évolution des concentrations (Pls, Xcat* et Lip) est
calculée. Pour Pls et Xcat*, sont rajoutés les concentrations relatives a la biomasse avant
limitation et la concentration en biomasse totale est obtenu par la sommation des trois
concentrations majorée par une teneur en eau identique a celle précedemment estimée. Le
volume est ensuite corrigé en fonction de 1’évolution de la concentration en biomasse : lors de
cultures a hautes densités cellulaires le volume liquide est nettement inférieur au volume total

du fermenteur (effet de concentration).

Enfin, de maniére a réajuster la composition élémentaire de la biomasse, on calcule une
fonction erreur sommant les écarts entre valeurs estimées par le calcul des quantités et les
valeurs expérimentales pour la concentration en biomasse totale selon 1’équation 90.

n
f=> (Cpis +Crip +Cxcar —Coar )* Equation 90.
i=1

On ajuste ensuite les valeurs des coefficients a, b et ¢ de maniere & minimiser cette
fonction erreur. La composition de la biomasse catalytique obtenue est récapitulée dans le
Tableau 57.

Tableau 57 : Composition de la biomasse catalytique issue du calcul de réconciliation.
C H o} N Masse Molaire (Cmol.g?)
1.00 15204 0.4393 0.1281 24.5988

La faible teneur en azote suppose que I’on ait une synthése de macromolécules de
nature osidique autres que les polysaccharides dosés (polysaccharides pariétaux récalcitrants,
Chitine).

Ainsi, cette approche de réconciliation aboutit a des résultats qui montrent une
adéquation entre les évolutions des quantités de variables d’état estimés et les mesures (Figure
42), ce qui permet de valider la démarche et donc de retenir une composition de la biomasse
catalytique en phase de limitation azote legerement différente de celle obtenue en phase

exponentielle de croissance hors limitation.
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Figure 42 : Résultats de la réconciliation a) de la biomasse, b) des lipides totaux, c) des polysaccharides
lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose

et xylose, limitation azote.

1.3.1.1.Réconciliation : résultat avec le glucose et le glycérol comme substrats

De la méme maniére que précedemment décrit les données issues de la culture de
Rhodotorula glutinis en limitation azote a partir de glucose et de glycérol comme substrats
carbonés ont été réconciliees. La composition de la biomasse catalytique caculée est :
CH1.817800.5372No.1657 qui correspond a la biomasse et aux pools macromoléculaires présentés
Figure 43.
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Figure 43 : Résultats de la réconciliation a) de la biomasse, b) des lipides totaux et des polysaccharides
lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose

et glycérol, limitation azote.

Ces valeurs réconciliées sont considérées pour le reste de 1’étude : calculs cinétiques et
stoechiométriques.

2.Analyses cinétiques

Au cours de la fermentation, les apports en substrats sont controlés de maniere, d’une
part, a maintenir une concentration résiduelle en substrat proche de zéro, mais aussi de
s’approcher au plus pres des vitesses spécifiques de consommation de carbone maximales de
la souche..Vers 40 heures, le flux d’apport en substrat carboné était supérieur au flux de
consommation de la souche ;le réajustement des débits des pompes d’alimentation a permis la
consommation du carbone accumulé réduisant ainsi la concentration résiduelle (Figure 35 page
160). Sur le ratio ou seul le xylose est apporté, il est en excés dans le milieu ; dans ces

conditions la valeur de la vitesse spécifique calculée est maximale. Sur la Figure 44 sont
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représentees les vitesses spécifiques de consommation du xylose et du glucose en fonction du
ratio en substrat. Sur glucose pur, la vitesse spécifique de consommation du carbone est de 0.35
Cmotsubstrat. Cmolbiomasse.n ™, elle diminue & 0.22 Cmolsubstrat. Cmolbiomasse.n™ lors du premier ratio de
20%, puis a 0.14 Cmolsubstrat. Cmolbiomasse.n™? lors du second ratio de 60% en enfin elle est égale a
0.11 Cmolsubstrat.Cmolbiomasse.n™ sur xylose pur. 11 a été montré dans le chapitre 1 que la vitesse
spécifique de consommation de carbone diminue au fur et a mesure de 1’apport progressif en
xylose et en glycérol. De maniere similaire, ce phénomene est observé lors de la mise en place
d’une alimentation par apport en ratios successifs de glucose et de xylose, allant de 100% de
glucose a 100% de xylose, avec deux ratios intermédiaires de 20% et 60% de xylose par rapport

au carbone total apporté, le tout sous la contrainte d’une limitation en azote.
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Figure 44 : Vitesses spécifiques de consommation des substrats lors d’une culture de Rhodotorula

glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation azote.

L’utilisation de xylose en simple ou co-substrat pour la production de lipides par
fermentation de la levure R. glutinis met donc une contrainte cinétique liée aux seules capacités
de consommation du pentose par la souche : il a été montré dans le premier chapitre de ce
travail que la vitesse spécifique de consommation du xylose est trois fois inférieure a celle

obtenue sur glucose.

La Figure 45 présente les vitesses spécifiques de consommation des substrats lors d’une
culture de R. glutinis, en mode fed-batch, sur substrats glucose et glycérol et sous limitation

azote. On observe une nette diminution entre la vitesse spécifique de consommation du glucose
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pur (0.35 Crmotsubstrat.Cmolbiomasse-n ™, Cf. Figure 44), et la vitesse spécifique de consommation de
carbone dés que le glycérol est introduit. Cependant, pour les deux premiers ratios, 10% et
30%, cette vitesse est stabilisée autour de 0.2 Cmolsubstrat-Cmolbiomasse.n™2. Elle diminue ensuite
progressivement quand le ratio augmente. Sur glycérol pur, la vitesse spécifique de
consommation du carbone est de 0.11 Crolsubstrat. Cmolbiomasse-n™2. Elle est donc trés proche de

celle mesurée sur xylose.
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Figure 45 : Vitesses spécifiques de consommation des substrats lors d’une culture de Rhodotorula

glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et glycérol, limitation azote.

A partir de glucose pur, il a été reporté dans la littérature que R. glutinis peut accumuler
davantage de lipides que dans les conditions étudiées :la teneur finale peut atteindre 72% de la
masse séche (Granger, 1992 ; Cescut, 2009). Dans le cadre de notre étude, la teneur finale
massique en lipide totaux est de respectivement 45% sur glucose-xylose et 38% sur glucose-
glycérol. On pourrait penser que la diminution de la vitesse spécifique de consommation des
substrats xylose ou glycérol, en simple ou co- substrat pourrait traduire une diminution du

potentiel d’utilisation de ces substrats pour la synthese de lipides.

Les Figure 46 et Figure 47 représentent les taux de croissance et vitesses spécifiques de
production de TAG lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6,
milieu salin, respectivement sur substrats glucose-xylose et glucose-glycérol en limitation
azote. Pour les deux substrats étudiés, 1’évolution du taux de croissance spécifique diminue

selon le ratio. Ceci peut s’expliquer par 1’apport croissant en respectivement pentose ou
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glyceérol. Il a été ainsi démontré dans la premiere partie de ce travail que le taux de croissance

spécifique maximum sur xylose est de 0.033h soit 8 fois inférieur a celui observé sur glucose.
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Figure 46 : Taux de croissance et vitesses spécifiques de production de TAG lors d’une culture de
Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation

azote.
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Figure 47 : Taux de croissance et vitesses spécifiques de production de TAG lors d’une culture de
Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, substrats glucose et glycérol, limitation

azote.
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Par ailleurs, la vitesse spécifique d’accumulation lipidique est maximale en début
d’expérimentation ou elle est de 0.09 Cmoirac.Cmolbiomasse.n?, elle chute ensuite a 0.065
Crmoltac.Crmolbiomasse.n™ lors du ratio de 20% se stabilise ensuite pour les deux derniers ratios
(60% et 100%) autour de 0.030 Cmoitac.Crmolbiomasse-n™ (Figure 46). Au fur et a mesure de
I’expérimentation, et du ratio croissant en xylose, la vitesse spécifique d’accumulation
lipidique decroit. Ainsi, la capacité d’accumulation lipidique diminue mais se poursuit tout au
long de I’expérience, mettant en évidence la possibilité de la souche oléagineuse a accumuler
des lipides a partir de mélanges glucose-xylose et a partir de xylose pur. Il a été démontré dans
la premiere partie de cette étude la diminution des vitesses spécifique de consommation du
carbone au fur et a mesure de I’apport croissant en xylose ou en glycérol. En condition
d’accumulation lipidique, cette observation se retrouve et se transcrit par ailleurs par une
diminution de la vitesse spécifique d’accumulation lipidique. Ainsi, on peut supposer que ce
serait une diminution des potentialités d’assimilation du xylose ou du glycérol qui pourrait

induire une perte de potentialité de synthese de lipide.

La vitesse spécifique d’accumulation lipidique pour des ratios croissants en glycérol est
représentée sur la Figure 37. Sur le ratio 10%, la vitesse spécifique d’accumulation lipidique
est de 0.03 Cmorrac.Cmolbiomasse.n™ . Sur le deuxiéme ratio la vitesse spécifique d’accumulation
lipidique est de 0.07 Cmoltac.Cmolbiomasse.n™, elle diminue ensuite au fur et & mesure de ’apport
croissant en glycérol : elle est de 0.03 Cmortac.Cmolbiomasse.n™ sur glycérol pur. Ainsi, la vitesse
spécifique d’accumulation lipidique n’est pas maximale sur le premier ratio, on peut supposer
que sur ce ratio le métabolisme de synthése de TAG n’est pas encore installé, ce qui
expliquerait cette faible valeur. Par contre, lors du deuxieme ratio (30%), la vitesse spécifique
d’accumulation lipidique est maximale : 0.07 Cmoitac.Cmolbiomasse.n™ ; €lle est par ailleurs trés
proche de la valeur maximale de de 0.09 Crmoitac.Cmolbiomasse.n™ observée sur glucose (Figure
46). Ces valeurs sont du méme ordre de grandeurs que ceux de la littérature, pour Rh glutinis
cultivée également en mode fed-batch en condition de limitation azote a partir de glucose pur :
les travaux de J. Cescut reportent ainsi une vitesse spécifique d’accumulation de 0.078

-1
CmoITAG-CmoIbiomasse-h .

3.Analyse steechiométrique

Les rendements expérimentaux de conversion du carbone en biomasse et de conversion

du carbone en lipides obtenus lors de la culture de Rh. glutinis & partir de substrats glucose et
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xylose sont récapitulés dans le Tableau 58. Il apparait que le rendement de conversion du
carbone en biomasse chute de 0.19Cmole.Cmote™ @ 0.07Cmole.Cmote™ lorsque le ratio varie de 23%
a 100%. Le rendement de conversion du carbone en lipides est constant, indépendemment du
ratio de carbone, et égal a 0.3 Cmole.Cmole* . De maniére similaire & ce qui a été observé dans le
chapitre 1, en conditions de croissance, 1’augmentation du ratio en substrat et donc
I’augmentation de 1’apport en xylose se traduit par une baisse du rendement de conversion du

carbone en biomasse tandis que le rendement de conversion du carbone en lipides se maintient.

Le rendement de conversion du carbone en lipides sur glycérol pur correspond a 50%
du rendement théorique limite. De plus, il est inférieur aux valeurs reportées dans la littérature
qui sont de 0.42 Cmole.Cmote™* (Cescut, 2009) et de 0.45 Cmole.Cmole™ (Granger, 1992) pour la

méme souche cultivée sur glucose pur en mode fed-batch.

Tableau 58 : Rendements carbone lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH

5.6, milieu salin, substrats glucose et xylose, limitation azote.
Rendements/Ratios 23% 62% 100%

Rs,x* 0.19 0.18 0.07

Cmolbiomasse. Cmolesubs ™

Rsp Cmolelip.CmoIesubS'l 0.30 0.24 0.31

Les rendements expérimentaux de conversion du carbone en biomasse et de conversion
du carbone en lipides obtenus lors de la culture de Rh. glutinis a partir de substrats glucose et
glycérol sont récapitulés dans le tableau 60. Le rendement de conversion du carbone en
biomasse diminue de 0.33 Cmole.Cmole™ pour un ratio & 7% & 0.13 Cmole.Cmole™ pour un ratio a
100% (glycerol pur). Le rendement de conversion du carbone en lipides est tres faible sur le
premier ratio de 7% (0.12 Cmotelip-Cmolesubs ) probablement car le métabolisme d’accumulation
n’est pas totalement mis en place. Il atteint ensuite 0.25 Crmolelip-Cmolesubs - PUis le stabilise autour
de 0.30 Cmole.Cmole X jusqu’a la fin de 1’expérimentation ; ce comportement est similaire a celui
obtenu pour le xylose pur. La souche présente des performances équivalentes en termes de

rendement sur les deux substrats étudiés : le xylose et le glycérol.
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Tableau 59 : Rendements carbone lors d’une culture de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH
5.6, milieu salin, substrats glucose et glycérol, limitation azote.
Rendements/Ratios 7% 25% 53% 64% 100%
Rsx 0.33 0.21 0.27 0.25 0.13

Cmolbiomasse. Cmolesubs ™

Rs, p Crmolelip-Cmolesubs ™ 0.12 0.25 0.28 0.28 0.29
4. Effet de la diversification en substrats sur le profil en acides gras

Le profil lipidique en acide gras correspond a la composition en acide gras, aprés
hydrolyse par dérivatisation de I’ensemble des pools lipidiques. Le profil lipidique de Rh.
glutinis lors d’une culture en condition d’accumulation lipidique et a partir de glucose comme
source carbonée est connu pour étre centré en acide oléique (C18:1) et tres proche de celui de
I’huile d’olive (Ratledge 2002, Cescut 2009, site de I’ANSEES).

Le profil lipidique a été déterminé a partir d’échantillons de cultures sur les différents
substrats purs et en mélange afin d’évaluer I’impact de la source carbonée sur la nature des

acides gras accumulés. Les résultats sont présentés sur la Figure 48.

L’acide oléique (C18:1) est I’acide gras majoritaire puis dans 1’ordre décroissant, les
acides gras sont I’acide palmitique (C16:0), les acides stéarique et linoléique (C18:0 et C18:2)
sont minoritaires, enfin, la composition en acides palmitoléique et linoléique (C16:1 et C18:3)
est inférieure a 5%. Une analyse détaillée permet de noter une modulation du profil en fonction

de la nature des substrats :

- T’utilisation de xylose entraine un enrichissement de la composition en acide palmitique
et en acide linoléique. Cette tendance apparait des I’utilisation de xylose en mélange
avec le glucose et est cohrénte avec les résultats antérieurs de Wiebe et al., (2012).

- le glycérol semble favoriser I’accumulation d’acide stéarique ce qui est également en

adéquation avec les données de la bibliographie (Saenge et al., 2010).
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Figure 48 : Profils lipidiques en acides gras totaux obtenus a partir de I’utilisation de différents
substrats carbonés lors de cultures de Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin,

limitation azote.
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Conclusion

En conclusion, les travaux reportés dans ce chapitre ont permis de quantifier le
comportement dynamique de Rhodotorula glutinis en condition de production de lipides sur
substrats purs et en mélange de glucose, xylose et glycérol. L’objectif est d’améliorer la
compréhension de la dynamique de répartition intracellulaire du carbone lors de I’accumulation
de substances de réserves (lipides et polysaccharides) chez la souche oléagineuse Rhodotorula
glutinis par une quantification rationnelle et en conditions controlées. Les conduites mises en
ceuvre ont permis d’obtenir de hautes densités cellulaires jusqu'a 110gcaw.L?, lorsque les
cinétiques de croissance et d’accumulation de métabolites sont contrdlées par les flux d’apports

de substrats et d’azote.

Ces travaux ont permis d’étudier la capacité et les cinétiques de la souche en co-
consommation des substrats considérés en s’efforcant, par une gestion en ligne des flux, de
tendre vers la détermination en des vitesses spécifiques maximales de consommation du
carbone. La démarche originale d’apport graduel en co-substrats a permis de caractériser I’ effet
du co substrat — glycérol ou xylose- sur I’ensemble des dynamiques physiologiques en
bénéficiant de ’acquis cellulaire de la souche en mode fed batch. Les résultats obtenus a partir
des sources carbonées xylose et glycérol peuvent étre mise en parallele et comparés aux
données de la littérature sur glucose, de maniére a dégager similarités et divergence. lls sont

récapitulés dans le Tableau 60.
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Tableau 60 : Synthése des effets de 1’utilisation du xylose ou du glycérol en simple ou co-substrats avec le glucose, sur le métabolisme de la souche Rhodotorula

glutinis.
Phénomeéne/ Substrat Glucose (Cescut, 2009)
- De20%a60%  100% De30%a8%  100%
- Cinétiques
Ei;(::()cmolsubsm Corationase %) 0.04 - 0.025 0.009 0.038 — 0.025 0.009 0.01-0.05
Tjip (CmorTAc-Crolbiomasse.h™ 0.22-0.14 0.11 0.2-0.13 0.11 0.35
0.065 - 0.03 0.034 0.07 — 0.042 0.03 (Tlip max) 0.014
- Rendement
Ez":(zc(mi:.""c"mcol'?{’)'_l) 0.19-0.18 0.07 0.21-0.25 0.13 0.01
0.30-0.24 0.31 0.25-0.28 0.29 0.42
- Polysaccharides
Teneur maximale (% massique) 2506 30% 27%
ey Accumulation continue Accumulation transitoire puis reconsommation ~ Accumulation  transitoire  puis
reconsommation
- Teneur finale en lipides (% 40% 46% 72%
i Qr?)s;‘si:qltj;i)dique Centré : C18:1 majoritaire, C16:0 second, Centré : C18:1 majoritaire, C16:0 second, C18 :0 Centré : C18:1 majoritaire, C16:0
Global C18:0 et C18:2 minoritaires, C18:* et et C18:2 minoritaires, C18:* et C16:1 trés second, C18:0 et C18:2
C16 :1 trés faibles. faibles minoritaires, C18:* et C16:1 trés
Différences faibles

Légeére surproduction de C16:0 et C18 :2. Surproduction de C18 :20

186



Chapitre 2 : Répartition du carbone lors de ’accumulation de substances de réserve en condition de
limitation azote par la levure Rhodotorula glutinis.

Les expériences réalisées permettent de montrer qu’un procédé de culture adapté pour
Rhodotorula glutinis permet la co-consommation de substrats carbonés et leur utilisation pour
accumuler des substances de réserve. Ces fermentations mettent aussi en évidence la capacité
de la souche d’intérét a accumuler des lipides a partir de xylose et de glycérol. Les teneurs de
lipides accumulées sont alors respectivement 40 et 46% de la masse séche, pour un profil
lipidique trés proche de celui obtenu a partir de glucose. Peu de travaux publiés réalisés dans
des conditions expérimentales similaires a celles mises en ceuvre lors de cette étude permettent
de comparer les résultats. Wiebe et al., ont cependant montré la capacité de R. toruloides a
accumuler jusgqu’a 45% de sa masse séche a partir de xylose dans un procédé de type batch,
pour un N/C de 0.1. Les mémes auteurs ont mis en évidence la capacité de R. toruloides a
accumuler jusqu’a 58% de lipides en utilisant comme substrats carbonés un mélange glucose-
xylose-arabinose. Méme observation quant aux peu de données disponibles sur les capacités
d’accumulation de R. glutinis a partir de glycérol. Easterling et al., ont reporté un taux
d’accumulation de 38% de la masse séche lors d’un batch ; Saenge et al., ont obtenu jusqu’a
60% d’accumulation massique a partir de glycérol en supplémentant toutefois le milieu de

culture avec des surfactants.

Bien gque remarquables, les teneurs intracellulaires en lipides a partir de ces substrats
alternatifs demeurent inférieures aux 72% obtenus dans un procédé similaire a partir de glucose
comme source carbonée. Ces différences de performance trouvent probablement une
explication dans les différences stoechiométriques et cinétiques observées entre les différents
substrats. En effet, 1’ajout progressif de xylose ou de glycérol affecte dans les deux cas la
consommation spécifique de carbone et les cinétiques de croissance, alors que les rendements
en lipides demeurent corrects- autour de 0.3 Cmol.Cmor™* par rapport & 0.42 Cmol.Cmor™* sur
glucose pur. Par ailleurs, des travaux antérieurs de 1’équipe de recherche FAME ont montré
I’importance de la croissance résiduelle de la biomasse catalytique, nécessaire au
renouvellement de la biomasse, dans le procédé d’accumulation de lipides (Figure 49). Ainsi
un pmax de 0.05h permettrait une vitesse spécifique d’accumulation maximale. Or, & partir de
xylose et de glycérol, les taux de croissances obtenus expérimentalement sont inférieurs a cette
valeur. La contrainte cinétique qu’apportent alors les substrats alternatifs au glucose affecte
donc les capacités d’accumulation. Toutefois, 1’utilisation de substrats purs en fin de
fermentation, alors que la part relative de la biomasse catalytique dans la cellule est plus faible
et que la teneur en lipides est déja consequente, peut impacter négativement les valeurs

d’accumulation. Une possibilité¢ raisonnable en termes de procédé industriel serait alors
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d’utiliser le xylose ou le glycérol en co-substrat avec le glucose, dans des proportions qui
n’affectent pas les cinétiques et la stoechiométrie de maniére dramatique. On pourrait proposer
les ratios suivants: 30% de glycérol ou 20% de xylose. Dans le cas ou ces ratios ne
correspondent pas a une matiere premiere disponible ils pourraient étre obtenus par

complémentation d’une matiére naturelle ou d’un effluent agro-industriel avec du glucose.
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Figure 49: Evolution de la vitesse spécifique réelle d’accumulation de lipides en fonction du taux
spécifique de croissance réel lors d’une culture de R. glutinis & 30°C, pH 5.5 avec le glucose comme
substrat (Cescut, 2009)

L’utilisation de la sonde Fogale, dont le principe repose sur la mesure de la capacitance
des cellules biologiques permettant de déterminer les cellules viables, pour un ensemble
d’expérimentations révele des perspectives intéressantes. Ainsi, comme mis en évidence sur la
Figure 50, le signal de la sonde biomasse suit parfaitement 1’allure de la biomasse totale
jusqu’au moment ou la limitation en azote est mise en place, on observe alors un décrochement
entre la biomasse totale et le signal de la sonde. Par ailleurs, pour les expérimentations réalisées
en condition de croissance, le tracé de la biomasse totale -qui correspond pour ces experiences
a de la biomasse catalytique- en fonction du signal de la sonde biomasse apparait linéaire
(Figure 51a). Pour les fermentations en condition de limitation azote, le tracé de la biomasse
catalytique se corréle au signal de la sonde (Figure 51b). Il semblerait donc que la sonde
biomasse indique le signal de la biomasse catalytique et non de la biomasse totale. Une
calibration appropriée de la sonde pourrait indiquer en ligne la biomasse catalytique. De plus,
par différence avec la biomasse totale (obtenue soit hors ligne par les analyses d’échantillons

soit en ligne par le signal d’un autre type de sonde corrélé a la biomasse totale), il serait possible
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de suivre directement le taux d’accumulation lipidique. Cette observation présente des
perspectives intérésantes d’un point de vue suivi de procédé dans le cadre d’un développement

industriel de production de lipides par fermentation microbienne.
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Figure 50 : Biomasse totale, signal de la sonde biomasse et ratios en substrats lors de cultures de

Rhodotorula glutinis, mode fed-batch, 30°C, pH 5.6, milieu salin, limitation azote, substrats glucose et

xylose.
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Figure 51 : Corrélation existante entre la biomasse et le signal de la sonde biomasse issues fermentation
en mode fed-batch de Rhodotorula glutinis a partir de glucose et glycérol comme substrats a) biomasse

totale en condition de croissance, b) biomasse catalytique aprés mise en place de la limitation azote.

Ces expériences soulévent par ailleurs un certain nombre d’interrogations quant aux

points de fonctionnement métabolique de la souche dans les conditions étudiées. Les
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contraintes redox et énergétiques imposées par 1’assimilation des substrats utilisés doivent en
effet s’équilibrer avec les contraintes redox et énergétiques du métabolisme d’accumulation
lipidique. Ce dernier a pour principales étapes-clé la synthése d’acétyl-CoA via I’ATP citrate
lyase et la régénération du NADPH puisque pour chaque cycle de synthése d’un acide gras,
deux moles de NADPH sont nécessaires soit pour un acide gras en C18 16 moles de NADPH.
Méme si la régénération de NADPH chez les organismes oléagineux est aujourd’hui encore a
I’étude, ’enzyme malique NADP* dépendant semble est une source importante fournissant le
pouvoir réducteur, la seconde source étant la voie des pentoses phosphates, (Ratledge, 2014).
Une ¢étude des flux intracellulaires de carbone d’apres les résultats expérimentaux permettrait
d’évaluer les proportions relatives des flux dans chacune des voies et de déterminer ainsi la
principale source de pouvoir réducteur. De plus, alors que la régénération de pouvoir réducteur
est au coeur des capacités d’accumulation de TAG, elle détermine aussi la capacité de
consommation du xylose : la xylose-réductase NADPH-dépendante convertit ainsi le D-xylose
en xylitol qui via la xylose-déshydrogénase NAD* dépendante est transformé en xylulose. Il
serait intéressant d’évaluer I’'impact de I’assimilation du pentose sur la régénération du pouvoir

réducteur et sur les flux de carbones impliqués dans la voie des pentoses.
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Conclusion générale et perspectives

Dans un contexte scientifique et industriel ou le développement de biocarburants
alternatifs aux carburants issus du pétrole est un sujet d’intérét majeur, les acteurs de I’industrie
aeronautique se sont mobilisés pour identifier des substitutions au kéroséne. Les spécificités
d’un biocarburant aéronautique sont trés contraignantes et réduisent donc le champ des
molécules candidates. La récente certification des huiles hydrotraitées (en mélange au Jet Al
dans un ratio de 50%) a encouragé de développement de la filiére de production de lipides pour
une application biokéroséne. Les lipides microbiens, et en particulier levuriens, se présentent
comme une alternative aux huiles végétales avec de nombreux avantages. Les matiéres
premiéres mobilisables sont diverses et non compétitives par rapport aux ressources agricoles
alimentaires et elles offrent la possibilité¢ d’une production de qualité constante et parfaitement
reproductible. En complément, le profil des lipides peut étre modulé en fonction des usages,
par I’utilisation du micro-organisme, 1’ingénierie des souches et les conditions de culture. Enfin
la transposition industrielle est facilitée compte tenu des équipements de culture disponibles

actuellement au niveau industriel.

Dans un objectif de déploiement industriel d’un procédé de production de lipides par
fermentation, le choix des matieres premieres est primordial. Xylose et glycérol sont des
substrats carbonés issus respectivement de la biomasse ligno-cellulosique ou d’effluents
industriels. Envisager leur utilisation comme source de carbone pour la mise en ceuvre de

cultures de micro-organismes oléagineux semble donc étre une perspective intéressante.

Il existe une grande diversité de micro-organismes oléagineux parmi lesquels bactéries,
champignons, micro-algues et levures. Alors que le profil lipidique accumulé est espéce
dépendant, on retrouve des particularités propres a chaque régne, ce qui les rend
complémentaires. R. glutinis (R. toruloides) est une levure oléagineuse d’étude, modéle
académique et industriel, bien caractérisée pour ses performances d’accumulation lipidique sur
glucose (jusqu’a 70%, Granger, 1992 ; Cescut, 2009) et dont le profil lipidique est centré en
C18:1. Connue aussi pour sa couleur rose caracteristique due a la synthese de caroténoides, la
souche est reconnue GRAS. Alors que le métabolisme d’accumulation de substances de réserve
de la souche a été extensivement étudié sur glucose, peu de publications reportent le potentiel
de la souche d’intérét a partir de xylose et de glycérol comme source carbonée pure, ou en
mélange avec le glucose. De I’analyse des travaux antérieurs il a été possible de dégager les
verrous scientifiques qui nécessitent une amélioration des connaissances du comportement

physiologique de cette levure pour la conversion des substrats cités et de dégager un certain
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nombre de problématiques : quelle est la capacité de R. glutinis de co-consommer le xylose ou
le glycérol avec le glucose ? Quel est le comportement dynamique de R. glutinis en termes de
cinétiques de croissance et de production de lipides, a partir des substrats d’intérét purs ou en
mélange ? Quels sont les éventuels coproduits et comment s’affranchir de leur production ?
Quel est I'impact des substrats sur la nature et la composition des macromolécules
accumulées ? Est-il possible de déduire de la connaissance du métabolisme des modes de
gestion des flux de carbone et d’azote pour optimiser un procédé de production de lipides a
partir de ces substrats? Dans ce contexte, ce travail a pour objectifs 1’étude des potentialités de
croissance et d’accumulation lipidique de la levure R. glutinis a partir de xylose et de glycérol

en simple ou co-substrat avec le glucose.

Les expérimentations menées lors de cette étude ont été mises en ceuvre dans un
réacteur de 20L parfaitement instrumenté pour la conduite de cultures en mode fed-batch. Dans
la premiére partie, une approche de modélisation prédictive reposant sur des hypothéses
métaboliques a été réalisée. Les contraintes considérées sont issues de I’analyse de la littérature
et reposent (1) sur le rendement de conversion du carbone en biomasse, (2) sur la synthése de
cofacteurs et plus particulierement sur I’importance relative des flux impliqués dans les voies
métaboliques génératrices de NADPH, H*. Cette approche de modélisation prédictive a permis
de développer une stratégie de culture originale et adaptée aux problématiques de 1’étude :
I’apport en co-substrats glucose-glycérol et glucose-xylose s’opére par ratios de carbone
successifs avec une teneur en co-substrat croissante au cours de 1’expérimentation (Ratio

carbone =Carboneco-substrat/ Carbonetotal apporte).

Les travaux expérimentaux réalisés ont permis de quantifier la croissance de la levure
oléagineuse a partir de mélanges binaires - glucose-xylose ou glucose-glycérol- et a partir de
constituants purs - glucose, xylose et glycérol — et d’améliorer la connaissance de leur
assimilation et de leur devenir. La flexibilité métabolique de la souche a été révélee par sa
rapidité¢ d’adaptation au changement de valeurs de ratio (en substrat de 1’alimentation en
carbone. Le contrdle des flux d’alimentation en sources carbonées a permis la détermination
de la vitesse spécifigue maximale de consommation du carbone chez R. glutinis ; la co-
consommation de xylose et de glucose ou de glycérol et de glucose ainsi que 1’utilisation de
glycérol et de xylose comme substrats purs a été quantifiée. L’utilisation de ces substrats
engendre cependant une diminution des rendements et des cinétiques par rapport aux resultats

reportés a partir de glucose comme substrat (sur xylose pmax= 0.034h™ et Rgix=0.028
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Crmolx.Crmolxylose = SUr glycérol pmax=0.04ht Rsix=0.31Cmoix.Cmolglycérol ~.). Elle ne semble pas
affecter les pools macromoléculaires constitutifs de la biomasse. Plusieurs hypothéses
métaboliques ont été proposées pour expliquer les rendements et cinétiques obtenus, par
comparaison avec ceux reportés dans la littérature. En particulier, le rapport des flux
glycolytiques et issu de la PPP, la mise en place de la néoglucogenese et la demande en
cofacteurs semblent étre des points métaboliques-clés. Les navettes mitochondriales présentent

un réle fondamental dans la régénération du NADPH, H*,

L’étude du devenir du carbone en conditions d’accumulation lipidique a réveélé la
capacité de la souche étudiée a utiliser xylose et glycérol en simple ou en co-substrats avec le
glucose pour la synthese de lipides. Les taux massiques maximum en fin de fermentation aprés
avoir appliqué différents ratios sont respectivement 40% de lipides totaux sur glucose-xylose
et 46% sur glucose-glycérol. Par comparaison avec les données de la littérature, il apparait que
les cinétiques et rendement demeurent inférieurs a ceux obtenus sur glucose (20%xylose-
80%glucose :  p=0.065Cmoitac.Cmolbiomasse-n™, Rsp=0.3CmoteTac.Cmolesubstrat - 100%xylose :
0p=0.035065Cmoitac.Cmolbiomasse.n 2, Rs/p=0.31CmoleAG. Cmolesubstrat 1, 25% glycérol-
75%glucose :  p=0.07065CmolTAG.Crmolbiomasse.n™,  Rsp=0.25CmoleTac.Crmolesubstrat =, 100%
glycérol : gp=0.03065Cmoitac.Cmolbiomasse-n™}, Rs/p= 0.29CmoleTAG. Crmolesubstrat ).

Il a été mis en évidence que les performances de procédé demeurent intéressantes pour
un ratio contenant 20% de cosusbtrat et 80% de glucose par rapport aux performances
d’accumulations lipidique sur glucose pur. La diversification en substrats carbonés impacte
tres légerement le profil lipidique accumulé : il apparait que le xylose entraine une
surproduction de C16:0 et C18:3et le glycérol favorise I’accumulation de C18:0. Par ailleurs,
il a été montré que le signal de la sonde biomasse Fogale corréle avec la production de biomasse
catalytique. Une calibration appropriée et un couplage avec un signal indicateur de la biomasse

totale permettrait le suivi en ligne de I’accumulation de molécules de réserve.

Ce travail a permis de dégager plusieurs perspectives intéressantes pour poursuivre
I’étude du métabolisme de la souche oléagineuse Rhodotorula glutinis a partir de xylose et de
glycérol en simple ou co-substrat avec le glucose, en condition de croissance ou
d’accumulation lipidique. Comme développé dans la discussion, les résultats obtenus ont
permis de proposer des hypotheses quant aux flux intracellulaires de carbone. Si les

steechiométries des voies anaboliques sont généralement connues et quantifiées, il existe
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principalement deux grandes inconnues qui sont d’une part, 1’énergétique (sous forme d’ATP)
requise pour la biosynthése de macromolécules et de leur assemblage et d’autre part,
I’énergetique cellulaire nécessaire au transport des molécules, le maintien des homéostasies
cellulaires, 1’établissement des gradients, le travail, 1’existence de cycles futiles dissipateurs
d’énergie (navettes, by-pass métaboliques). Explorer la modélisation métabolique en incluant
la compartimentation cellulaire permettrait d’approcher par le calcul les points métaboliques

clés supposés et de valider ou infirmer les hypothéses dégagées.

Par ailleurs, pour chaque ratio étudié, que ce soit en condition de croissance ou en
limitation azote, les pompes d’alimentation ont été ajustées de manicre a ce que I’apport en
carbone soit le plus proche possible du potentiel d’assimilation maximal de la souche, tout en
évitant la synthése de coproduits. Dans le cas des fermentations effectuées sous une limitation
azote, le flux d’alimentation N/Ciotal €st déterminant pour le métabolisme d’accumulation et,
en plus du flux de carbone total apporté, doit étre optimisé pour favoriser les performances
d’accumulation lipidique. La recherche du potentiel maximum en termes de vitesse spécifique
de consommation du carbone total et vitesse spécifique de production de lipides pourrait étre
¢tudiée a 1’aide de culture en mode continu (chémostat). Ainsi, en stabilisant le taux de
croissance de la souche par le taux de dilution et I’apport en azote, il serait possible de
caractériser la capacité maximale d’assimilation du carbone et de synthese de macro-
molécules, de rechercher un N/C optimal tout en explorant un trés large panel de ratios de

carbone.

D’un point de vue applicatif, ce travail ouvre des perspectives sur 1’utilisation du xylose
en mélange au glucose dans des proportions correspondantes aux contenus osidiques des
substrats lignocellulosiques (20-30% de xylose, 70-80% de glucose). Il permet également
d’envisager dans la filiere de production de lipides, le recyclage du glycérol comme substrat,
soit issu de la production de biodiesel, soit co-produit de I’hydrolyse des TAG, selon un concept

de biorafinerie intégré ou le carbone est recyclé in-situ.
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Annexe

Liste des réactions intégrées au descripteur métabolique

ANABOLISME
1*Ammoniac + 1*NADH,H + 1*Pyruvate

4*Ammoniac + 5*ATP + 3*NADH,H + 1*NADPH,H + 1*Acetyl
CoA + 1*a-cetoglutarate + 1*Oxaloacetate + 1*CO2

1*Ammoniac + 1*NADH,H + 1*Oxaloacetate
1*Ammoniac + 1*NADH,H + 1*a-cetoglutarate

1*THF + 1*Ammoniac + 1*Glycerate-P

1*Methenyl-THF + 3*Ammoniac + 3*ATP + 1*Oxaloacetate +
1*Pentose-P

1*Ammoniac + 2*ATP + 5*NADPH,H + 1*Oxaloacetate +
1*Pyruvate

1*Ammoniac + 1*NADPH,H + 1*Acetyl CoA + 2*Pyruvate

2*Ammoniac + 1*ATP + 2*NADH,H + 2*NADPH,H +
1*Oxaloacetate + 1*Pyruvate + 1*SuccinylCoA

1*Methyl-THF + 1*Soufre + 1*Ammoniac + 4*ATP + 3*NADPH,H
+ 1*Acetyl CoA + 1*Oxaloacetate + 1*Glycerate-P + 1*SuccinylCoA

1*Ammoniac + 1*ATP + 1*NADH,H + 1*NADPH,H + 1*Erythrose-
P + 2*P-Enolpyruvate
1*Ammoniac + 1*ATP + 3*NADPH,H + 1*a-cetoglutarate

1*Ammoniac + 1*Glycerate-P

1*Ammoniac + 2*ATP + 2*NADH,H + 1*NADPH,H +
1*Oxaloacetate

1*Ammoniac + 1*ATP + 1*NADPH,H + 1*Erythrose-P + 2*P-
Enolpyruvate

0.100547293655926*alanine + 4.06458288095529E-02*arginine +
O*asparagine + 9.95175925715699E-02*aspartate + 0*cysteine +
0.119613762014113*glutamate + 0*glutamine + 6.57480735048262E-
02*glycine + 1.95924690597389E-02*histidine +
5.20474779158957E-02*isoleucine + 8.55203912224011E-02*leucine
+7.14395258209718E-02*lysine + 7.48779128042503E-
03*methionine + 3.94125031254642E-02*phenylalanine +
5.84167120675159E-02*proline + 8.36650745028439E-02*serine +
5.63480836589798E-02*threonine + 0*tryptophane +
3.08874818107521E-02*tyrosine + 4.324*ATP

2*Formyl-THF + 5*Ammoniac + 11*ATP + 2*NADH,H +
2*Oxaloacetate + 1*Pentose-P + 1*Glycerate-P + 1*CO2

2*Formyl-THF + 5*Ammoniac + 12*ATP + 1*Oxaloacetate +
1*Pentose-P + 1*Glycerate-P + 1*CO2

3*Ammoniac + 10*ATP + 1*Oxaloacetate + 1*Pentose-P +
0.5*Oxygene

2*Ammoniac + 7*ATP + 1*NADH,H + 1*Oxaloacetate + 1*Pentose-
P + 0.5*Oxygene

0.195*ATP + 0.305*GTP + 0.305*CTP + 0.195*UTP + .4*ATP

2*Formyl-THF + 5*Ammoniac + 11*ATP + 4*NADH,H +
2*Oxaloacetate + 1*Pentose-P + 1*Glycerate-P + 1*CO2
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1*alanine

1*Fumarate +
1*Acetate +
1*CoenzymeA +
1*arginine

1*aspartate

1*glutamate
1*Methylene-THF +
1*glycine

1*THF + 1*NADH,H +
1*Fumarate +
1*histidine

1*CO2 + 1*isoleucine

2*CO2 +
1*CoenzymeA +
1*leucine
1*CO2 + 1*Succinate +
1*CoenzymeA +
1*lysine
1*THF + 1*Pyruvate +
1*Acetate +
1*Succinate +
2*CoenzymeA +
1*methionine
1*CO2 +
1*phenylalanine
1*proline

1*serine
1*threonine

1*CO2 + 1*tyrosine

1 PROTEINE

1*THF + 1*Methyl-
THF + 2*Fumarate +
1*ATP
1*THF + 1*Methyl-
THF + 1*Fumarate +
1*GTP

1*CTP
1*UTP
1 RNA
1*THF + 1*Methyl-

THF + 1*NADPH,H +
2*Fumarate + 1*dATP
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2*Formyl-THF + 5*Ammoniac + 12*ATP + 2*NADH,H +
1*Oxaloacetate + 1*Pentose-P + 1*Glycerate-P + 1*CO2

3*Ammoniac + 10*ATP + 1*NADH,H + 1*Oxaloacetate +
1*Pentose-P + 0.5*Oxygene

1*Methylene-THF + 2*Ammoniac + 8*ATP + 2*NADH,H +
1*Oxaloacetate + 1*Pentose-P + 0.5*Oxygene

0.195*dATP + 0.305*dGTP + 0.305*dCTP + 0.195*dTTP +
1.4161*ATP

1*ATP + 1*Glycerol-P

1*Ammoniac + 1*Glycerate-P
7*ATP + 15*NADPH,H + 8*Acetyl CoA
T*ATP + 15*NADPH,H + 8*Acetyl CoA + 0.5*Oxygéne

8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA + 0.5*Oxygéne
1*Glucose-P

1*Ammoniac + 1*Glycerate-P
8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA
8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA + 1*Oxygeéne

8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA + 1.5*Oxygéne

1*glycerolP + 0.6*serine + 0.38*C16:0 +0.05*C16:1 +0.72*C18:1
+ 0.2*inositol + 0.2*Ethanolamine + 0.31*C18:0 + 0.4*C18:2 +
0.14*C18:3 + 2.*ATP

1*ATP + 1*Glucose-P

1*Equiv glucose

1*Glycerol-P

7*ATP + 15*NADPH,H + 8*Acetyl CoA

7*ATP + 15*NADPH,H + 8*Acetyl CoA + 0.5*Oxygene
8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA + 0.5*Oxygene
8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA

8*ATP + 16*NADPH,H + 9*Acetyl CoA + 1*Oxygéne

1*glycerolP + 0.77*C16:0 + 0.09*C16:1 + 1.05*C18:1 + 0.9*C18:0 +
0.19*C18:2 + 2.*ATP

1*Methyl-THF + 18*ATP + 26*NADPH,H + 18*Acetyl CoA +
12*Oxygene

1*ERGOSTEROL

1*Ammoniac + 1*ATP + 1*Acetyl CoA + 1*Fructose-P

1*chitine + 1.*ATP

CATABOLISME
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1*THF + 1*Methyl-
THF + 1*NADPH,H +
1*Fumarate + 1*dGTP

1*dCTP

1*THF + 1*NADPH,H
+ 1*dTTP

1 DNA

1*glycerolP

1*serine
8*CoenzymeA +
1*C16:0
8*CoenzymeA +
1*C16:1
9*CoenzymeA +
1*C18:1

1*inositol
1*CO2 +
1*Ethanolamine
9*CoenzymeA +
1*C18:0
9*CoenzymeA +
1*C18:2
9*CoenzymeA +
1*C18:3

1 PHOSPHO LIPIDES

1*Equiv glucose
1
POLYSACCHARIDES

1*glycerolP
8*CoenzymeA +
1*C16:0
8*CoenzymeA +
1*C16:1
9*CoenzymeA +
1*C18:1
9*CoenzymeA +
1*C18:0
9*CoenzymeA +
1*C18:2

1 TRIGLYCERIDES

1*THF + 9*CO2 +
18*CoenzymeA +
1*ERGOSTEROL

1 STEROLS

1*CoenzymeA +
1*chitine
1 CHITINE
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r THF-FTHF

r myleneTHF-
Methyl-THF

r myleneTHF-
Methenyl-THF

r myleneTHF-
THF

r gluP
r F6P

r gluconateP

r Fruct-diP

r trioseP

r GlyatediP

r Pga

r PEP

r acté-AcCoa
r pyr

r pyr-m

r AcCoA-m

r citr

r isocitrate-m

ra-kg-m

r SucCoA-m

r Succina-m

r fumarate-m

r malate-m

r OAA-m

I pep-oaa

r anapl pyr-oaa
r ribulP HMP

r riboseP HMP

r xyluloseP
r hep HPM
r erythrP HMP
r trioseP HMP

r GlycerolP
r102

1*THF + 1*NADPH,H + 1*CO2

1*Methyl-THF

1*Methylene-THF

1*Methylene-THF

1*ATP + 1*Glucose

1*Glucose-P

1*Glucose-P

{

{

1*ATP + 1*Fructose-P —

1*Fructose di-P

1*Triose-P

1*Glycerate-diP

1*Glycerate-P

2*ATP + 1*Acetate + 1*CoenzymeA
1*P-Enolpyruvate

1*Pyruvate
1*CoenzymeA + 1*Pyruvate-mito

1*AcetylCoA-mito + 1*Oxaloacetate-mito

1*Citrate-mito

1*Isocitrate-mito

1*CoenzymeA + 1*a-cetoglutarate-mito

1*SuccinylCoA

1*Succinate-mito
1*Fumarate-mito
1*Malate-mito

1*P-Enolpyruvate + 1*CO2
1*ATP + 1*CO2 + 1*Pyruvate-mito

1*Gluconate 6-P

1*Pentose-P

1*Pentose-P

1*Ribose-P + 1*Xylulose-P
1*Triose-P + 1*SedoHeptulose-P
1*Erythrose-P + 1*Xylulose-P

1*NADH,H + 1*Triose-P
0.5*Oxygene + 1*NADH,H-mito
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1*Formyl-THF
1*Methylene-THF +
1*NADPH,H

1*Methenyl-THF +
1*NADH,H

1*THF + 1*CO2

1*Glucose-P

1*Fructose-P

1*NADPH,H +
1*Gluconate 6-P

1*Fructose di-P
2*Triose-P

1*NADH,H +
1*Glycerate-diP
1*ATP + 1*Glycerate-P

1*P-Enolpyruvate
1*Acetyl CoA
1*ATP + 1*Pyruvate

1*Pyruvate-mito
1*CO2 + 1*AcetylCoA-
mito + 1*NADH,H-
mito

1*CoenzymeA +
1*Citrate-mito
1*Isocitrate-mito

1*CO2 + 1*NADH,H-
mito + 1*a-
cetoglutarate-mito
1*CO2 +
1*SuccinylCoA +
1*NADH,H-mito
1*ATP +
1*CoenzymeA +
1*Succinate-mito
1*FADH2 +
1*Fumarate-mito

1*Malate-mito

1*Oxaloacetate-mito +
1*NADH,H-mito

1*Oxaloacetate

1*Oxaloacetate-mito
1*NADPH,H +
1*Pentose-P + 1*CO2
1*Ribose-P
1*Xylulose-P
1*Triose-P +
1*SedoHeptulose-P
1*Erythrose-P +
1*Fructose-P
1*Fructose-P +
1*Triose-P
1*Glycerol-P

8*Proton
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r202

r ATP

r dissip

r mal-akg

r citr-trsp

r AcCoA-cyto
r malate-cyto
r mal Pyr

r trioseP-FAD
r AcCoA-car
r fum-mal

r Succ-trsp

r malate-trsp

r F6P reverse

0.5*Oxygene + 1*FADH?2
3*Proton

1*ATP

1*Malate + 1*a-cetoglutarate-mito

1*Malate + 1*Citrate-mito

1*ATP + 1*CoenzymeA + 1*Citrate
1*NADH,H + 1*Oxaloacetate
1*Malate

1*Glycerol-P

1*Acetyl CoA

1*Fumarate

1*Succinate

1*Malate-mito

1*Fructose-P
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4*Proton

1*ATP

1*a-cetoglutarate +
1*Malate-mito
1*Malate-mito +
1*Citrate

1*Acetyl CoA +
1*Oxaloacetate

1*Malate

1*NADPH,H +
1*Pyruvate + 1*CO2

1*Triose-P + 1*FADH2
1*AcetylCoA-mito
1*Malate
1*Succinate-mito
1*Malate

1*Glucose-P
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Abréviations

AAL Acide a-linoléique

ACS Acyl-CoA synthétase Il

AGPI Acides gras polyinsaturés

AMP Adénosine monophosphate

ASE Accelerated Solvent Extraction

ASTM American Society for Testing and Materials
ATP Adénosine triphosphate

CO; Dioxyde de carbone

CIT Carbone inorganique total

CPG Chromatographie en phase gazeuse

DMAPP Dimethylallyl phosphate

FAD Flavin adénine dinucléotide

FPP Farnesyl pyrophosphate

GC-FID Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme
GPP Géranyl pyrophosphate

GRAS Generally regarded as safe

H.O Eau

HEFA Hydroprocessed esters and fatty acids
HMG-CoA 3-hydroxy-3-méthyl glutaryl-CoA

HPLC Chromatographie liquide a haute performance
ICL Isocitrate lyase

IPP Isopentenyl pyrophosphate

KLa Coefficient de transfert de I’oxygéne

LP Particules lipidiques

MIP Major intrinsic proteins

MVA Acide mévalonique

NAD Nicotinamide adénine dinucléotide

02 Dioxygene

OAA Oxaloacétate

ORE Oleate Response Element

pO- Pression partielle en oxygene

PPP Voie des pentoses phosphate

Op Vitesse spécifique de production ou d’accumulation du composeé p
QR Coefficient respiratoire

Rsp Rendement de conversion global du substrat S en composé P
TAG Triacylglycérol

TMSH Trimethylsulphonium hydroxide

X Biomasse séche
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Ysp Rendement théorique limite de conversion du substrat S en composé P
vl Vitesse spécifique de production de biomasse
YPD Yeast extract peptone dextose

Indices :

* hors substances de réserve, catalytique

AG acides gras

glu glucose

gly glycérol

Xy xylose

lip lipides totaux

S ou Sub substrat carboné

P produit (lipides)

X biomasse séche
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