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Résumeé :

L'étude porte sur I'accumulation de bio-polyméres réserve (PolyHydroxyAlcanoates ou
PHA) par la souch@®seudomonas putiddT2440, a partir de graisses de canard. Les patieés de
production de cette souche ont tout d’abord éténtifieees sur les substrats simples composant ce
composé lipidique, a savoir les acides gras likeede glycérol. La caractérisation cinétique et
stoechiométrique de cultures en mode discontiniealién(Fed-batch) sur chacun de ces substrats a été
réalisée en en induisant la production de PHA caiplune croissance résiduelle sous apport limitan
d’azote.Par cette stratégie, il a été possible, a particides gras seuls, d’optimiser l'utilisation du
carbone et de I'énergie intracellulaire afin d’att¥e un rendement expérimental de carbone glabal d
0,7 Cmole.Cmolé.

L’ensemble des connaissances acquises par cattee @oncernant la physiologie de
production de PHA via le catabolisme des acides gtade la voie de leur biosynthése a permis de
mettre en lumiére des points de fonctionnementsnapix pour 'accumulation a fort titre de PHA a
moyennes chaines latérales (6 a 14 carbones)ia@adides gras et/ou de glycérol :

- A partir d'un mélange mixte acides gras-glycérahglan rapport carbone d’alimentation de
0,15 Cmolewcérm.CmolacidesGragl représentatif des graisses de canard, des vitegéesiques
de production de PHA maximales voisines de 0.1 l€r@mole".h"ont été atteintes pour des
taux de croissance résiduels de 0,1%lors qu'il semble préférable de maintenir dex el
croissance inférieurs & 0,03 pour favoriser I'accumulation intracellulaire delymeres.

- Sur glycérol, I'accumulation intracellulaire des RHeur vitesse spécifique de production
ainsi que le rendement de conversion peuvent timigées concomitamment pour des taux
de croissance proches de 0,01 hien que les performances de production soierihanes
que celle observées sur acides gras.

Ces résultats ont permis d'effectuer une étudeadmlbilité d'un procédé de production sur
graisses de canard. La mise en ceuvre, couplanoligdrenzymatique du substrat par des lipases
commerciales, et synthése de PHA a conduit & ldugtion de 53 g.t: de biomasse totale contenant
43,3% g.¢ de PHA.

Il a été possible d'établir certaines relationsreerles caractéristiques de culture pour la
production de PHA et les propriétés physico-chiragjdes polymeres finaux. Des polymeres plus ou
moins cristallins sont obtenus en fonction de lee voétaboligue empruntée, la voie de néo-synthése
des acides gras a partir de glycérol conduisant greduit plasturgiquement opérable. Les PHA ayant
les taux de monomeéres insaturés les plus faiblé@%mnole.mol&) et une dispersion faible de
longueur de chaine au sein de leur compositionl@mtegré de cristallinité le plus important. lls
adoptent l'aspect d’'un film élastique tres intéagés apres extraction. A l'inverse, les polymeres
riches en motifs insaturés et au profil plus dispen monomeres ont I'aspect d’une péate collarme no
maniable amorphe limitant son intérét industriel’'état.

Mots clés: Pseudomonas putid&T2440 ; Polyhydroxyalcanoates & moyennes cha{iSL-
PHA) ; Acides Gras ; Fed-batch
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Abstract

PolyHydroxyAlkanoates (PHA) production by the strRiseudomonas putiddT2440, from
duck fats has been investigated. The first studieie realized on model substrates such as glycerol
and fatty acids, composing this lipid compound. kireetic and stoichiometric characterizations of
Fed-Batch mode cultivations on each of these satiestiwvere performed by inducing PHA production
coupled to a residual growth monitored by the gigrofeeding. Through this strategy from fatty acids
it succeeds to optimize the intracellular carbod anergy distribution reaching an overall carbon
yield of 0.7 Cmole.Cmol&

All acquired knowledges from these studies conogrrthe PHA production physiology
through p-oxidation andde novofatty acids biosynthesis pathways, highlighted ynaptimal
parameters for the accumulation of high titers eflam chain length polyhydroxyalcanoates (MCL-
PHA) (6 to 14 carbons) from fatty acids and/or gyt :

- From a mix of fatty acids-glycerol in a ratio of 16. Cmol@ycem;Cmole:anyAcidS'l
representatives of duck fats, maximal specific RM@éduction rate equal to 0.1 Cmole.Cmole

! h'at specific residual growth rate of 0.1% Were reached while it seems better to maintain

specific residual growth rates lower than 0.05 tb optimize the polymers intracellular

accumulation.
- From glycerol, the intracellular PHA accumulatighgeir specific production rate and the

conversion yield could be optimized concomitantlyspecific growth rate close to 0.01"h

although the production performances were lowen thase observed from fatty acids.

These elements allowed to the establishment ofdiéigsstudy of a PHA production process with
duck fats as substrate. The implementation, cog@mzymatic hydrolysis by commercial lipases and
PHA synthesis led to the production of 53 §df total biomass containing 43.3% §.of polymers.

It was possible to establish some relationshipsvéat the culture characteristics for the PHA
production and the physicochemical properties effitmal polymers. More or less crystalline polymers
were obtained function of the metabolic pathwaysdyude novofatty acids biosynthesis pathways
from glycerol leading to a practical product. PHAthwthe lowest unsaturated monomers fraction
(<12%mole.molé) and a weak dispersion of the monomers chain lehgve the highest degree of
crystallinity. They adopt the appearance of a vetgresting elastic film after extraction. Convédyse
polymers with a high unsaturated monomers fractioth more dispersed monomers profile resemble
unmanageable amorphous sticky dough, with a limitddstrial interest.

Keywords : Pseudomonas putid&T2440 ; Medium chain length polyhydroxyalkanoatekCL-
PHA) ; Fatty Acids ; Fed-batch
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concentration réelle d’acides gras dissous (Cndie
concentration réelle d’acides gras dans la phagaitie (Cmole.L)
concentration en acides gras consommés (Cnridle.L

Acide 3-hydroxyhexanoique

Acide 3-hydroxyoctanoique

Acide 3-hydroxydécanoique

Acide 3-hydroxydodécanoique

Acide 3-hydroxytétradécanoique

Concentration Minimale Inhibitrice (g1

coefficient de transfert des acides gras dans I'g@nant en compte la
surface d’échange de ce transfert)(h

taux de dilution (H)

facteur de multiplication théorique de la biomasatalytique

indice de polydispersité
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coefficient qualifiant la vitesse de consommatiarsdbstrat selon une cinétique
de Monod
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masse molaire moyenne en poids (kDa)

Densité Optique

guotient respiratoire

vitesse spécifique de consommation en substadt(@mole.Cmolé.h™)
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vitesse spécifique de biosynthese des acidedi§easux activités enzymatiques de
I'acétyl-CoA carboxylase et du complexe FAS (@r@molé'.h™)

flux expérimental d’acétyl-CoA synthétisés lordadproduction de PHA (umoleg:
1K1
)
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flux expérimental de NADH synthétisés lors dertaipction de PHA (umolexgy™.h
1
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X cat
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Xcat

Y

theo
YATP,Xcat

YATP,Xcat

exp
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exp
YS,X cat

max
YS,Xcat

exp
Ys ke

eff
YS,X cat
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AcetylCoA

ymax
AcetylCoA
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YNADH

volume du milieu de culture (L)
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concentration théorique de biomasse catalytique{g.
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rendement expérimental de production de PHA (CiGabele")
rendement expérimental de croissance (Cmole.Chnole
rendement maximal de croissance (Cmole.Ciole

rendement expérimental de production de biomagatet(Cmole.Cmol§

rendement effectif de croissance en conditionaiglage croissance — production e
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rendement de consommation d’acétyl-CoA provenata groduction de PHA pour la
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croissance, estimée par le descripteur métabol{gueole.gc.;")
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Yestim

BADHY rendement de consommation de FAprbvenant de la production de PHA pour la

croissance, estimée par le descripteur métabol{gueole.gc.;")

Yestim

Fatty acids rendement de consommation des acides gras powrdssance, estimée par le

descripteur métabolique (Lmolg.g")

Symboles grecs

Pourcentage d’accumulation intracellulaire en PpAg.gY)

XPHA
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pinit taux de croissance initial
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INTRODUCTION GENERALE

A la lecture des derniéres prévisions établies I[@ssociation industrielle “European
Bioplastics” (2016) et l'institut des bioplastiques bio-composites de I'Université d’Hanovre, le
marché des bioplastiques devrait considérablengedésgelopper dans les années a venir. En effet, la
production totale de 2 millions de tonnes en 20d@ait atteindre les 7.8 millions de tonnes en 2019
Cette estimation tient compte de I'évolution craigte de la demande de nombreux domaines
d’applications (emballage, appareils électroniqoasautomobile ...) en solutions durables sur le
marché des matériaux plastiques. La multiplicaties potentielles utilisations dans différentes
industries lourdes va occasionner dans les anndesia un boom dans ce secteur. Plus de 500
entreprises de transformation des bioplastiquesomrgé, et il devrait y en avoir plus de 5000 aux
alentours 2020. Le marché mondial des bioplastigepeesentait en 2015 plus de 2.7 milliards $ et
sera supérieur a 5 milliards $ en 2021. Le taugrdessance annuel moyen du marché des plastiques
biodégradables devrait croitre de 12% entre 201808tl d'apres le rapport MarketsandMarkets
(M&M) de Juin 2016.

Il est tout d’abord primordial de définir ce qu'ese matiere plastique, puis bioplastique. En
langage courant, un plastiqgue estmBlange contenant une matiére de base (un polymeérajnt
étre moulé, travaillé, en général a chaud et spessn, dans le but d’obtenir un semi-produit auna
objet. Le terme « bioplastique » désigne le caracténouvelable de la ressource utilisée pour sa
production. On parle alors de produit bio-sourtéétrit également la biodégradabilité du prodait,
savoir la «capacité intrinséque a étre degradé yver attaque microbienne, la simplification
progressive de sa structure et finalement la caiveren HO, CQ et/ou CH et une nouvelle
biomasse » (Bewa, 2005). Un bioplastique peut @'§tre biodégradable, sans étre bio-sourcé, mais
les PHA réunissent ces deux caractéristiques. @asetls sont des polyméres qui présentent une
importante gamme de propriétés thermomécaniqudaidde la grande diversité de monomeres qui
peuvent les constituer. Les PHA se présentent donune de bonnes alternatives a des plastiques
d’origines fossiles tels que le PVC (Poly Vinylel@ire), les PE (Poly Ethyléne) basses et hautes
densités ou encore le PP (Poly Propylene) (Figure 1

Bioplastics

e.g. bio PE
(PP/PVC), bio PET,

Biodegradable ---F-------—--\-

Conventional
plastics

Biodegradable

Bioplastics

e.g. PBAT, PCL...
e.g. PE, PP, PET, ... 8

\_ J

.-__________--.I---___________
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Figure 1 : Schéma représentant les caractéristiques des matériaux plastiques

Aujourd’hui, il existe un nombre important d’acteumajeurs (Europe, Chine, Etats-Unis,
Japon et Brésil) qui s'intéressent de prés a latisol PHA d’origine microbienne. Toutefois, les to{
de production de ces matériaux sont encore tropiitapts pour permettre une utilisation large de ces
polymeres par l'industrie de la plasturgie et nevesit en aucun cas rivaliser avec les plastiques
d’origine fossiles cités précédemment. Les capscigéproduction actuelles de ces acteurs, au niveau
mondial, peuvent atteindre quelques milliers denéasnpar an et ne concerne que des PHA a courtes
chaines latérales (PHB, PHB-co-PHV, ...). Il exisgalément un grand nombre de projets de
construction de sites de production pouvant allsqy’a plusieurs dizaine de milliers de tonnes
annuels qui ont été annoncés. Aujourd’hui certainat pas encore vu le jour (Telles, Enmat, Bio-on
...) et d’autres ne remplissent pas encore leursctitgale production fixés pour permettre de fournir
leurs clients en quantités industrielles (MeredMatabolix).

L’objectif est de parvenir a utiliser des procédégroduction de PHA efficaces permettant de
proposer des prix pouvant descendre jusqu'a 1,£k@1. Choi & Lee (1999) semblent penser qu'il
est possible d'atteindre cette fourchette rendargi &nvisageable la mise en concurrence avec les
matériaux conventionnels. Les facteurs impactamius les prix sont ceux des matiéres premiéres
imputables de prés de 50% du colt de productionlldKoet al. 2010) et les étapes
d’extraction/purification des polymeéres. Pour réddimpact des couts des substrats il faut seniur
vers les sources carbonées actuellement non \éderisoproduits voire déchets de filieres agro-
sourcées et, en termes de procédés de conversenau’optimisation des rendements de biosynthése
et des taux d’accumulation intrinséques jusqu’zadéer les 60% (gyde PHA (Ramsay et al. 1990).

Le choix de la souche est donc une étape primerdins la mise en place d’'un procédé de
production biotechnologique efficace. Il existe uwentaine d’espéces de procaryotes capable de
synthétiser et d’accumuler ces polymeres. Au seireaks cellules, les inclusions de PHA servent de
réserve de carbone et sont produites lorsque loarganisme fait face a une limitation nutritiorlael
autre que le carbone (N, O, P, S, KIg**, F&*, Mn, Co, Cu, Ca, Sn) lors de sa croissance (Keller
al. 2010). Les souches bactériennes les plus égslisndustriellement a ce jour sdbupriavidus
necator(anciennemeriRalstonia eutropha&t Alcaligenes eutrophy®t Escherichia colrecombinante
pour la production de PHA & courtes et moyennegnekaToutefois de nombreuses autres souches
telles que celles du genPseudomonasont également capables de produire et d’accurnalgpe de
polymeres. Le choix de la souche se détermine émgaiegrace aux rendements de conversion du
substrat en PHA, aux vitesses spécifiques de ptiodude la biomasse et de produits (Bruce et al.
1994; Choi & Lee 1999E. coli recombinante est souvent privilégiée pour la Ssehde polymeres
car la production peut étre induite sans limitatioitritionnelle.

Depuis sa création en 2003, la société Végépla8 8zcupe une place singuliere dans le
domaine de la plasturgie en proposant a la foigréaluction de granulés de bioplastiques et leurs
transformations par injection thermoplastique. €ell souhaite désormais produire elle-méme les
matrices thermoplastiques indisponibles sur le h@ret nécessaire a la poursuite de son
développement afin de garder une avance technolegqr ses concurrents. Dans le cadre de cette
stratégie, Végéplast SAS souhaite explorer les ilpitsss d'une faisabilité d'un procédé

biotechnologique pour I'obtention de PHA dont lesgriétés correspondront aux attentes du marché.
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Dans cette optique, les objectifs industriels depcojet seront la production de PHA a
moyennes chaines latérales a un colt pouvant gencer les plastiques traditionnels. Pour cela, les
substrats envisagés sont notamment les graissesalasi dérivées de la transformation agro-
alimentaire. Ces substrats carbonés, dont le giseest important, seront fournis par les coopéeativ
agricoles du grand sud-ouest Vivadour SCA et Odali@vation SAS déja partenaires de Végeéplast
SAS pour la fourniture de céréales.

Dans ce cadre de recherches industriellement caydis, les travaux présentés dans ce
manuscrit ont pour objectifs d’identifier et de gtier les mécanismes métaboliques majeurs
susceptibles de contréler 'accumulation et la reatles biopolymeéres a partir de substrats lipidique
La synthese du polymere résultera d’'une redisiobutlu carbone induite par une réduction des
potentialités de croissance en condition de lingitahzotée. Dans un premier temps, les étudest@nt é
réalisées sur des substrats simples modéles (agideset glycérol) séparément, puis en mélange
représentatif de leurs proportions respectivesedu du substrat industriel (graisses de canard). Le
cultures en fermenteurs en conditions performaahtegroduction de PHA ont été effectuées selon un
mode de cultures de type discontinu alimenté (Faid) avec des apports contrblés en carbone et
azote. L'ensemble des expérimentations a permisaractérisation cinétique et stoechiométrique du
catabolisme et des voies de syntheses (anabolispr@duction) de la souche. Les facteurs influant
sur la composition monomérique et les propriétésRIgA finaux obtenus ont également été étudiés.
Enfin, une étude de faisabilité du procédé glolegbibduction de PHA a partir de graisses de camard
éteé réalisée.

Cette étude bénéficie de la collaboration et dutisp financier de Végéplast SAS, Ovalie-
Innovation SAS et Vivadour SCA, ainsi que du sautimancier de I'Association Nationale de la
Recherche et de la Technologie (ANRT) via le diggdSIFRE.
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ETAT DE L’ART

I- Description et propriétés des Poly-3-Hydroxyalcanoates

1.1 Définition et structure

Les Polyp-HydroxyAlcanoates (PHA) forment une famille de ymsters variés, produits par
de nombreux micro-organismes. lls sont synthétisgacellulairement et stockés comme source de
carbone de réserve. Ces zones de stockages setpnéssous forme de granules de polyméres
pouvant représenter jusqu’'a 90% de la masse séxloerthines bactéries. Leur premiere apparition
dans la littérature scientifique est due a Lemoi@@26), qui a découvert des granules de PHB
(PolyHydroxyButyrate) au sein dgacillus megateriumLeur observation est désormais possible par
microscopie a contraste de phase di au caracfémetedre des inclusions (Dawes, 1973).

Ces molécules résultent de I'estérification de nmoéies de R-3-hydroxy acide gras formant au final
un polymere linéaire. Tous les monomeres de PHAt slen configuration R car I'enzyme les

synthétisant, la PHA synthase, est R-stéréospgeifitia figure ci-dessous répertorie les formules
semi-développées de ces polymeres. D’'apres AgneWwfl&ger (2013), il existe au moins 150

monomeres différents dont on peut voir quelquesngkes dans la Figure 2.
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Figure 2 : Structure générale des PHA (Sang Yup Lee, 1996)

Cette famille de polyméres est sous-divisée ertéoaies :

e Les PHA a courte chaine latérale (short chain len@CL-PHA) composés de monomeres
ayant de 3 a 5 carbones. On y trouve notammemolg$3-hydroxybutyrate) (P(3-HB)) et les
poly(3-hydroxyvalérate) (P(3-HV)).

Document confidentiel

29



Etat de I'art

* Les PHA a chaine latérale moyenne (medium chagthenMCL-PHA) possédant un nombre
de carbones compris entre 6 et 14.

« Les PHA alongue chaine latérale (long chain leng®L-PHA) ayant plus de 14 carbones
Parmi cette famille, on trouve différentes formespdlymeres.

On peut trouver des homopolyméres dont la struabgteentierement composée du méme
motif monomeérique. Les copolymeres sont des PHApas®&s de monomeéres de natures différentes.
La répartition des monomeres au sein du polyméneqevre différentes organisations :

* L'organisation aléatoire dans laquelle les monoméont placés sans ordre particulier

* L'organisation périodique ou I'on trouve une aleamoe de monomere pour donner
des motifs du type A-B-A-B-A-B...

* L'organisation en blocs ou les monomeres de méntaraasont regroupés. On
observe dans ce cas le motif suivant A-A-A-A-A-AEBB-B-B-B...

La nature des monomeres de PHA produits sont diresait dépendant du substrat utilisé et de
la nature de la souche microbienne productrice.p@umt donc définir trois grandes catégories de
substrats pour les souches productrices. Le grAupmcerne les substrats pouvant servir a la ftas &
croissance bactérienne et a la production. Le gr@ipnplique les substrats ne pouvant assurerajue |
croissance, et enfin le C qui contient les substréinduisant que la production. Grace aux deux
derniers groupes, il est possible d’obtenir des anwres de PHA avec des motifs trés originaux
(contenant des cycles par exemple) (Rai et al. (Fdure 3).

3-Hydroxy 3-Hydroxy acid 3-Hydroxy acid 3-Hydroxy acids Other then Aromatic side groups Other functional
acid (Unsaturated) (branched) (Substituted side chain) 3-Hydroxy acids groups
Hexanoic 4-hexenoic 2,6-dimethyl-5- 7-fluoroheptanoic 4-hydroxyhexanoic Dimethylesters of 3,6- 3-hydroxy-7-
heptenoic epoxy-7-nonenoic acid oxooctanoate
Heptanoic 5-hexenoic 4-methylhexanoic  9-fluorononanoic 4-hydroxyoctanoic 3-hydroxyphenylhexanoic ~ 3-hydroxy-5-
oxohexanoate
Octanoic 6-heptenoic 5-methylhexanoic  6-chlorohexanoic 5-hydroxyheptanoic  3-hydroxyphenylheptanoic  8-acetoxy-3-
hdroxyoctanoate
Nonanoic 6-octenoic 4-methyloctanoic  8-chlorooctanoic 5-hydroxyhexanoic 3-hydroxyphenyloctanoic 6-acetoxy-3-
hydroxyhexanoate
Decanoic 7-octenoic 5-methyloctanoic  6-bromohexanoic 4-hydroxyhexanoic 3-hydroxy-6-p-
methylphenoxyhexanoate
Undecanoic 8-nonenoic 6-methyloctanolc  8-bromooctanoic 2-hydroxydodecanoic
Dodecanoic 9-decenoic 6-methylnonanoic  11-bromoundecanoic
Tetradecanoic 1 0-undecenoic 7-methylnonanoic  7-cyanoheptanolc
6-dodecenoic §-methylnonanoic  9-cyanononanoic
5-tetradecenoic 7-methyldecanoic  12-hydroxydodecanoic
5,8-tetradecadienoic Succinic methylester acid
5,8,11-tetradecatrienoic Adipic acid methylester
4-hexadecenoic Suberic acid methylester
4,7-hexadeca-dienoic Suberic acid ethyl ester

Pimelic acid propylester

Figure 3 : Diversité des monomeéres de MCL-PHA productibles (Zinn et al. 2001)
1.2 Propriétés
Les PHA présentent de nombreuses propriétés ditstérdustriels.
1.2.1 Biodégradabilité

L'un des intéréts principal des PHA est leur cajgage biodégradation totale dans un délai de
trois a neuf mois. Cette dégradation est effecto@e des bactéries et champignons aérobies et
anaérobies du sol qui ont la capacité de sécréeredzymes appelées PHA dépolymérases pour
dégrader ces polymeéres. La vitesse de dégradasibfiorction de diverses facteurs tels que les
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conditions climatiques (température, environnemeht,la population microbienne présente et la
capacité du polymere a étre dégradé (Jendrossekrfiiiitk, 2002). En condition aérobie, les produits
de cette biodégradation sont le dioxyde de carl{@@) et 'eau (HO), alors qu’en anaérobie du
méthane (Cl) est également dégage.

1.2.2 Propriétés mécaniques

La classe des PolyHydroxyAlcanoates présente uel pesez large de propriétés mécaniques
et thermiques, ce qui rend cette famille trés adsgante et sans équivalent dans le domaine des
bioplastiques. On peut trouver des PHA a structeregallines ou amorphes, avec des élasticités
atteignant parfois jusqu’a un comportement caouttshux.

Les propriétés physiques et mécaniques caractédssnplastiques sont les températures de
fusion T, (°C), de transition vitreuseyT°C), de cristallisation J(°C), de dégradationgT(°C), le
Module de Young (GPa), la résistance a la traqfidia), I'élongation avant rupture (%), la résisenc
aux chocs Izod (J.M), la masse moléculaire moyenne en nombre(Ida) et la masse moléculaire
moyenne en masse MDa). Ces propriétés thermiques et mécaniquesedeplastiques sont donc
directement fonction de la nature des monomereseptg et de leur organisation au sein du polymere.

Par exemple, le PolyHydroxyButyrate (PHB) a degppé&és thermoplastiques intéressantes
et possede une gamme de températures d'usageslaggefde -30 a 120°C) (Shen et al. 2009).
Cependant, celui-ci a une utilisation relativemanttée du fait de sa fragilité, de sa rigiditédet ses
températures de fusion et de dégradation trop peoffespectivement 179°C et environ 200°C) (Sang
Yup Lee, 1996).

Le PHB-co-PHV posseéede, lui, des propriétés mécasiqplus intéressantes car plus la
proportion de monomeres de 3-hydroxyvalérate epbitante dans le polymere, plus celui-ci est
flexible et résistant. Il a donc une meilleure s&mice a I'élongation avant rupture que le PHB. De
plus, la présence de HV dans le copolymere abdassempérature de fusion du polymere tout en
laissant la température de dégradation constamtite Godification permet d’augmenter l'intervalle
de processabilité.

De maniére plus générale, les PHA composés de n&mesm chaines moyennes offriront des
plastigues plus flexibles et résistants, jusquteiradre parfois des comportements élastiques se
rapprochant de ceux des caoutchoucs. Les MCL-PHAIo@ trés bonne tenue a la température mais
se dégradent trés vite a température élevée (Rhi2011).

Concernant les copolyméres de types blocs (plusignomeres similaires consécutifs) qui
peuvent étre obtenus a partir de procédés de produspécifiques, leurs caractéristiques
thermomécaniques sont trés différentes des copobsnaléatoires ayant pourtant la méme
composition monomeérique. En effet, du fait de Igpartition en bloc, ce polymére va emprunter les
deux températures de transition vitreuse et derfudes deux groupes monomériques (dans le cas
d'un copolymere en bloc contenant deux types de omémes). La conformation bloc permet
néanmoins l'augmentation de la limite d’élasticitis, module de Young et de la force de tension
(Tripathi et al. 2013).

Certaines propriétés mécaniques ne sont pas seailedépendantes de la composition

monomérique du polymére. Elles peuvent égalemers @pactées par d'autres facteurs. Par
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exemple, Le poids moléculaire d’'un polymére peuteveen fonction de la souche productrice, de la
composition du milieu de culture, des conditiondatenentation et des procédés d’extraction (Rai et
al. 2011).

I.3 Structure des inclusions

Les PHA se retrouvent au sein des cellules souse®rd’inclusions de 0,1 & 0,5 um de
diamétre. On peut compter jusqu’a 20 granules plinles chez certains microorganismes. Chez la
soucheP. putida il n’y a généralement qu'une seule granule eeptionnellement deux ou trois. Les
polyméres de polyhydroxyalcanoates s’organiseninamo fibrilles (10 a 15 nm de diamétre) puis
s'enroulent sur elles-mémes pour donner des grarsyeériques avec un cceur hydrophobe amorphe
et mobile contenant un peu d’eau (Ballard, 198TesEsont recouvertes d’une simple couche de
phospholipides contenant de nombreuses macromekitelles que des PHA synthases, des PHA
dépolymeérases, des phasines (protéines struclesagtanules) et des protéines régulatrices nommeées
PhaR (Zinn et al. 2001 ; Jendrossek, 2009) (Figure

Phasins/proteins

PHA polymerase

PHA depolymerase

Figure 4 : Représentation d’une inclusion de PHA (Zinn et al. 2001)

La biogenése de ces granules, appelEbosomes », n'est pas encore bien étudiée, timitef
trois modeles ont été proposés (Grage et al. 2B¥8jrossek & Pfeiffer, 2014) et schématisés dans la
Figure 5 :

Le modele« micelle » qui suggere que les PHA synthases sduobles et reparties
aléatoirement au sein de la cellule. Au cours dédation de polymérisation, le polyester
convertit le caractére soluble de I'enzyme en d¢aracamphiphatique, ainsi les chaines
hydrophobes des PHA se regroupent et permetterfafion de micelles.

Le modele« bourgeonnant de l'anglais« budding» qui se base sur la présence de la
PHA synthase sur la surface interne de la memhpkaseique. La polymérisation aurait
lieu dans I'espace intermembranaire jusqu’'a la &imm d’'une inclusion qui s'invagine et
se détache de la membrane (Jendrossek, 2009).

Le modele« scaffold » explique que les PHA synthases respdesate la synthése des
polyméres seraient accrochées a éehafaudage qui serait le nucléoide de la cellule.
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A Micelle Model
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Figure 5 : Schéma représentant les trois modéles de biogenése des granules de PHA (Jendrossek, 2009; Jendrossek &
Pfeiffer, 2014; Pétter & Steinbiichel, 2006 ; Stubbe & Tian, 2003)

1.4 Applications

Grace a leurs propriétés mécaniques, de bioconiliétimotamment les MCL-PHA) et de
biodégradabilité, de nombreuses applications sorisageables a I'échelle industrielle dans diffé&gen
secteurs, tels que les emballages, les textilegriaduits jetables, le domaine médical (bio-imfgan
sutures, vis, plaques pour les os) (Figure 6).

‘ Applications of PHA

( = Bioplastics for packaging

* Heat sensitive adhesives Material

« Latex Industry

= Smart gel

+ Chiral intermediates for fine chemicals

* Biofuels Fuel Industry
«[Bio-implant materials |
Drug delivery carriers  Medical Industry
Chiral monomers as drugs
Oligo-HA as nutrition supplements
“PHA Synthesis as a metabolic regulator
PHA synthesis to increase robustness of
industrial microorganisms
*| PHA granule binding protein Phasin for
— Protein purification
\ — Specific drug delivery

Figure 6 : Représentation des différents domaines d’applications des PHA (G. Chen, 2010)
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II- Procédé général de production de PHA

Malgré I'existence d’un grand nombre de PHA difféss seulement quelques-uns sont d’ores
et déja industrialisés. On trouve parmi eux le PIRBIB-co-PHV, P3HB-co-P4HB et le PHB-co-
PHHx. L’ensemble de la production mondiale est mgatre quelques marques. On découvre, dans
le Tableau 1, les productions en 2007 et les danhgsde production faites pour les années 2010 et
2020 par ces entreprises.

Tableau 1: Représentation des capacités de production en 2007 dans le monde et les capacités prédictives faites a
I'époque pour les années 2010 et 2020 (Shen et al. 2009)

Capacité 2007 Capacité Annoncée (A)

Société Pays Nature des PHA  tonnes.an’ Ou Espérée (E)
2007 2010 2020

Tianan Chine P(3HB-co-3HV) 2000 10 000 (A) 50 08Y (
Telles USA PHB copolymers 250 50 000 (A) 500 000 (E)
Kaneka Japon P(3HB-co-3HHX) 100 1 000 (A) 50 000 (E
Green Bio Chine P(3HB-co-4HB) Inconnue 10 000 (A) N/A
PHB Industrial Brésil P(3HB-co-3HV) 50 10 000 (E) 0 @00 (E)
Biomer Allemagne P(3HB) Inconnue N/A N/A
Mitsubishi Gas chemicals Japon P(3HB) 10 N/A N/A
Meredian USA N/A 0 N/A 272 000 (A)
Tepha USA N/A Inconnue N/A N/A
Beijing Tianzhu Chine P(3HB-co-3HHX) Pilote N/A N/A

Le procédé de production se décompose en plusi¢apes comme le schématise la Figure 7
ci-aprés (ce schéma ne prend pas en compte uruéllentent prétraitement du substrat utilise) :

)

-

Bioréacteurs

[ Production de ]- [

Production de
PHA

&

Séparation de
la biomasse et
du milieu

hiomasse

Récupération
des PHA par
extraction

Purification des
PHA

2

Downstream process

Figure 7 : Schéma du procédé général de production de PHA

La premiere phase, effectuée dans des bioréactpersiet la production de la biomasse
jusqu’a l'atteinte de la concentration cellulaireuiue. Ensuite, cette biomasse est mise en conditio
pour produire les polyhydroxyalcanoates. Les étapeégantes consistent en la récupération et la
purification du produit.
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I1.1. Syntheése de la biomasse catalytique et production de PHA en bioréacteurs

La synthése de PHA est favorisée par des conditlergoissance limitée (Koller et al. 2010).
La production de PHA se fait généralement en deageS : une premiére phase de croissance non
limitée afin de produire une certaine quantité dmmasse catalytique et une deuxieme phase de
croissance nutritionnellement limitée (productiom HA). Dans le but de définir la stratégie de
culture la plus performante les différents modeswtire ont été étudiés a travers le monde. Leemod
de culture le plus adapté dépend a la fois du rocganisme et du substrat choisi.

II.1.1 Culture discontinue : Batch

Les concentrations en biomasse catalytique et Pbidvant étre obtenues par le mode de
culture Batch sont faibles car limitées par lescentrations élémentaires initiales du milieu mihéra
initial. Ce type de culture permet toutefois d’abitdacilement une limitation nutritionnelle nécaise
a la production de PHA, jusqu'a éventuellementiradie une carence du milieu en cet élément
limitant. Ce type de procédé n’est pas envisaggadile des substrats ayant des effets inhibiteurs su
le microorganisme ou se solubilisant tres mal demsiilieu aqueux.

I1.1.2 Culture discontinue alimentée : Fed-batch

En mode Fed-batch, le(s) substrat(s) carboné(ssetels peuvent alimenter le bioréacteur au
cours de la culture. Par conséquent, il est pasgsildtteindre de hautes densités cellulaires et de
hautes teneurs en PHA. Les productivités et lederments peuvent également étre élevés. Comme
une densité élevée en biomasse est nécessairdappurduction commerciale de PHA, la culture
discontinue alimentée est souhaitable (Byrom, 19B&)Tableau 2 résume quelques performances
obtenues dans la littérature avec la soueseudomonas putidgsouche d'intérét de ces travaux et
présentée ultérieurment) par ce mode de culturebbesth.

Tableau 2 : Production de MCL-PHA par P. putida a partir de différents substrats en mode Fed-batch

Souche  Substrat(s) M Xiot PHA  %PHA  Ygp e Références
(" (@LY) (@L) (9g) (99) (gL h)
Acide Octanoique 0.26 42 9.9 23.6 0.22 0.22
Acide Oléique 0.37 90 18 20 0.56 0.57
P. putida Acides Gras 0.26 73 25 34.2 0.46 0.56 Kellerhals et
KT2442  Végétaux al. 2000
Acides Gras 0.2 28.5 15.4 54 0.38 0.33
Animaux
P. putida Glucose + Acide nr 94.8 35.9 65.5 nr 0.92 Kim et al.
BMO1 Octanoique 1997
P. putida  Hydrolysat d’huile nr 103 28 27.1 nr 0.61 Shang et al.
KT2442 de mais 2008
P. putida Acide Oléique nr 141 72.6 514 nr 1.9 SY Lee et
KT2440 al. 2000
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I1.1.3 Culture continue : chémostat

En termes de productivités, les cultures contirdee/pe chémostats peuvent étre Iégerement
plus intéressants que les cultures en mode Feti-Bata souche est stable lorsque les conditions de
cultures sont en régime permanent (Heijnen et @)19S’ils peuvent avoir de nombreux intéréts a
I'échelle laboratoire, comme I'étude de phénoméptegsiologiques en conditions contrblées, il est
difficile d’envisager une mise en place a I'échétidustrielle en raison des risques de contaminatio
et d'instabilité de la culture (Muhr et al. 2013yavantage des cultures continues est qu’elles
nécessitent des réacteurs de petits volumes, des da croissance constants et donc une
reproductibilité dans la composition des polymébgenues (Hartmann et al. 2010). Pour optimiser
les productivités avec ce type de culture, il éstassaire d’avoir un réacteur bi-étagé en séria, I’
assurant la croissance, 'autre, la productionTableau 3 présente quelques résultats recensésadans
littérature avec la soucteputidaen mode chémostat.

Tableau 3 : Production de MCL-PHA par P. putida a partir de différents substrats en mode chémostat

Substrat(s) D QpHa Xiot %PHA Références

(") (@L%hY) (@@L  (9.9)
Acide Octanoique 0.2 0.58 11.6 23 Preusting €t983
Oléate 0.1 0.67 30 23 Huijberts & Eggink 1996
Acides Octanoique + Décanoique 0.1 nr 1.53 52.4 tnkéam et al. 2010

I.2. Récupération des PHA

Pour chaque étape du DownStream Process (DSRisieeplusieurs possibilités. Ainsi, La
séparation de la biomasse et du milieu peut se fair sédimentation, filtration ou centrifugation.

Pour la récupération des polymeres, le choix dicgmté se fera en fonction de la souche
productrice, de la pureté recherchée et de la nmask&ulaire du polymeére final a atteindre (Kokgr
al. 2011). En effet, il existe plusieurs types dragtion :

L’extraction par solvant est I'une des plus ancemrklle agit en deux étapes, elle permet
de perméabiliser la membrane puis de solubilisePldA. Un grand nombre de solvants

d’extraction ont été étudié dans la littératureb(€au 4). Les PHA sont ensuite récupérés
par évaporation du solvant dans lequel ils s’étagetubilisés ou bien par précipitation par

ajout d’'un alcool comme le méthanol ou I'éthanoé Plus, ces solvants éliminent les

endotoxines que l'on peut trouver chez les bacégemm négatives. Ces techniques
d’extractions par solvant permettent d’obtenir aatrdegré de pureté en n’altérant que peu
le polymére. Les granules de PHA sont, elles, difgrs par cette technique. Les solvants
halogénés sont a éviter a I'échelle industriellasdia mesure ou ils présentent un risque
pour I'environnement et pour la santé des opératéleicquel et al. 2008) a moins de

mettre en place un recyclage de ces solvants.
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Tableau 4 : Exemple de méthodes d’extraction par solvants (Jacquel et al., 2008; Kunasundari, 2011)

Solvants Récupération Microorganisme Pureté Rendement Référence
d’extraction des PHA
Prempltatlon au Bacillus cereusPV 92% 31% Valappil et al. 2007
méthanol
Evaporation Cupriavidus necator 0 0 .
DSM 545 95% 96% Fiorese et al. 2009
Chloroforme Flottation des
débris
. Ibrahim &
0, 0,
cellulaires, 98% 8% Steinbiichel, 2009
filtration et
évaporation
Pre0|p|tat|on au Cupriavidus necator 98% Zinn et al. 2003
. . méthanol DSM 428
Dichlorométhane . .
Evaporation Bacillus meaaterium Baptist & Grace
g 1960
Précipitation Cupriavidus necator 0 h .
1,2-Propyléne DSM 545 84% 95% Fiorese et al. 2009
carbonate Evaporation Heinzle & Lafferty
7%
1980
Ter-Méthyl-Butyl Evaporation . 0 Wampfler et al.
Ether (TBME) P. putidaKkT2440 15-17.5% 2010
41 solvants : Précipitation Mantelatto & Durao
méthyl-formiate, 2013
mgthyl- Evaporation Bacillus megaterium Baptist 1962
proprionate, ...
Précipitation Elbahloul &
4 A + i 0 0
Acétone au r,‘nethanol P. putidaATCC 29347 99% 94% Steinbiichel 2009
éthanol
Acétone Evaporation P. putidaKT2440 94% Jiang et al. 2006

- La digestion par agent chimique tel que I'hypocitdode sodium (Heinrich et al. 2012) consiste
en un traitement des cellules, préalablement lyiggleis, qui va éliminer chimiquement le
matériel cellulaire entourant les granules de Pig&s agents chimiques altérent le poids
moléculaire des PHA. Cet effet négatif peut éttérate en utilisant un mélange hypochlorite de
sodium-chloroforme, mais on retrouve la problémagigenvironnementale expliquée
précédemment. Ce procédé a pour avantage d’étrenaarné.

- Une méthode n'utilisant pas de solvants a égalemd@enproposeée. Elle consiste a mettre les
cellules & une température de 80°C, puis les traitec un cocktail enzymatique composé de
lysozymes, phospholipases, |écithinases, protéasmsases et autres. S’en suit une étape de
lavage, de floculation et de séchage pour récupésePHA sous forme de poudres. L'option
des traitements enzymatiques reste pour le monemtttop colteuse en vue d’'une utilisation a
I'échelle industrielle (Lysozyme 12650-88-3 Prix BOUS $ 160-208 / kg et protéase Sunson
PRA100 Prix FOB : US $ 2-9 / kQ).
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- Une autre méthode enzymatique d’extraction dévéegar De Koning et al. (1997) comprend
tout d’abord une centrifugation, suivie d’'un traient par un cocktail de protéases et de
détergents pour solubiliser le mélange, puis, dimigofiltration.

- Un traitement mécanique par des broyeurs celldgieut permettre de casser les cellules et
récupérer ainsi les inclusions de PHA qui se trmntaa lintérieur. Cette simple étape
d’extraction peut permettre d’obtenir un produibdii relativement pur. En fonction de
I'exigence de pureté fixée, une étape supplémentsr purification peut étre ajoutée. Elle se
fera par I'action de peroxyde d’hydrogéne ou d’'azobe premier permet la décoloration du
polymere et I'élimination de certains résidus ergarésents tandis que le second désodorise et
blanchit le polymere (Horowitz & Brennan 2001).

II11- Pseudomonas putida KT244.0 et son métabolisme

Pseudomonas putidappartient a la famille dédseudomonas sgfuorescents saprophytes a
oxydase positive, qui est un groupe appartenagieatePseudomonasensu stricto (groupe ARN 1)
(Latour & Lemanceau, 1998p. putida KT2440 est une bactérie Gram négative aérobigmpduit
des MCL-PHA. C’est un prototype microbien d’intérgtour les biotechnologies de par son statut
GRAS (Generally Recognized As Safe), sa versatitiééabolique (van Duuren et al. 2013), sa faible
demande nutritionnelle, sa résistance aux strdss ebmbreuses applications qui peuvent en découle
(Escapa et al. 2012). C’est un microorganisme féggstant aux conditions extrémes tels que des
hautes températures, des pH extrémes, la présentexites ou effets inhibiteurs de solvants. Sa
croissance trés rapide sur des substrats simplgssir glucose égal a 0.65 KiDavis et al. 2015)),
son haut rendement de production de biomassg (= 0.62 g.g contre 0.55 g:gchez la plus part
des microorganismes sur acides gras (Eggink, 198@pi que sa faible demande en maintenance sont
autant d’atouts pour son utilisation a I'échelldustrielle (Poblete-Castro et al. 2012). Son géname
été entierement séquencé et son métabolisme edlis®@o@\elson et al. 2002). La souche sauvage
(ATCC 47054) est rmo - et mod +, c’est-a-dire de’@st déficiente en une petite protéine impliquée
dans la chaine respiratoire et posséde I'enzymequealce qui rendra possible la dégradation de
I'acide malique en pyruvate par une voie anapléuatigluconéogénique.

La représentation du métabolisme globale de ceftteh® est présentée dans le Figure 8.
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Figure 8 : Catabolisme des carbohydrates, glycérol et acides gras par P. putida KT2440 (d’aprés (Chavarria, Kleijn, Sauer, Pfluger-grau, & Lorenzo, 2012; de Eugenio et al., 2010; Dirusso &

Black, 2004; Ebert, Kurth, Grund, Blank, & Schmid, 2011; Escapa et al., 2012; G. N. Huijberts, Eggink, de Waard, Huisman, & Witholt, 1992; Latour & Lemanceau, 1998; | Poblete-Castro et al.,
2012; Rehm & Mitsky, 2001; Schulz, 1991)
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II1.1 Métabolisme des carbohydrates

Bien que le substrat d'intérét de ces travaux detadat soit lipidiques, nous nous sommes
s'intéresser aux catabolismes d’autres source®réds, tels que les carbohydrates, par cette souche
afin d’envisager la potentiel valorisation d’aut@sproduits issus de l'agriculture, riches en ssgcr
pour la production de PHA.

Le glucose n'est pas la source carbonée préféllentie la famille des?seudomonadaceae
Elle préfere les composés de type intermédiairetalmoiques du cycle de Krebs. Toutefois,
I'assimilation du glucose est possible grace &diffits modes de transport au travers de la membrane
plasmique.P. putidapeut I'intégrer par diffusion facilitée via unerpee spécifique appelée OprB
selon Poblete-Castro et al. (2012) ou via un trarepr de type ABC selon Chavarria et al. (2012).
Dans la premiére option, le glucose diffuse darlgplasme ou il va étre converti partiellememt e
gluconate puis en 2-cétogluconate par deux réactiaxydation successives catalysées par les
glucose et gluconate déshydrogénases, deux enzymembranaires utilisant I'oxygéne
atmosphérique. Les électrons récupérés lors detaetons sont transférés via les cytochromesch et
a la chaine respiratoire (voir VI.4). Chacun de ¢tess composés (glucose, gluconate et 2-
cétogluconate) peut ensuite diffuser vers le casiple (Chavarria et al. 2012). Toutefois, la part de
glucose a étre converti reste faible cReputida(Fuhrer et al. 2005).

Le fructose, quant & lui, est importé via une paseé« phosphotransferase system » (PTS).
En passant a travers ce transporteur, le fructss@hosphorylé en fructose-1-phosphate (F1P). La
réaction de phosphorylation est possible gréace taamsfert de phosphate en cascade comme présenté
Figure 9 :

Fructose

Milieu extracellulaire

Périplasme

ENAP < > HPr EI-P < > Pyr > ATP Cytoplasme

-~ ElIA HPr-pP < > El PEP <« > AMP +Pi

Fructose-1-phosphate

Figure 9 : Schéma représentant la perméase PTS pour le fructose (Chavarria et al. 2012)

Les pentoses, comme le D-xylose ou le L-arabinosesont naturellement pas assimilés chez
P. putida tandis que certains autres membres de la fadeb®seudomonas spfluorescents peuvent
assimilés 3 sucres a 5 carbones (xylose, riboaebinose).

Une fois incorporés, les voies cataboligues du agacet du fructose convergent vers la
production de phosphoénolpyruvate (PEP) et de pyeupréts a entrer dans le cycle tricarboxylique
(cycle TCA).

Le glucose est, donc d’abord, phosphorylé en gkieghosphate (G6P), puis transformé en
gluconate-6-phosphate par action NADPH-dépendamtelad G6P déshydrogénase. Ce dernier
composé peut aussi étre obtenu a partir du glueoattdu 2-cétogluconate intégrés depuis le
périplasme. Le gluconate-6-phosphate est le compbtséoour I'entrée dans la voie d’Entner-

Doudoroff. Cette voie débute par la déshydrataience composé en 2-céto-3-déoxygluconate-6-
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phosphate qui sera alors décomposé en glycéraldéwpthosphate (G3P) et en pyruvate par action
d’une aldolase.

Le fructose-1-phosphate intracellulaire est de mauv phosphorylé en Fructose-1,6-
diphosphate, puis va ensuite suivre la voie d’Emkddeyerhoff Parnas (EMP), aussi connue sous le
nom de glycolyse. Le glucose, lui, n'est pas capad suivre cette voie du fait de I'absence de 6-
phosphofructokinase chez ce microorganisme qui @elgrpassage du Fructose-6-Phosphate (F6P) en
Fructose-1,6-diphosphate (F1,6P). De plus, I'a@iyihosphogluco-isomérase est tres faible, ce qui
limite I'isomérisation du G6P en F6P (Latour & Lemsaau, 1998).

II1.2 Métabolisme des acides gras
I11.2.1 Voie de dégradation des acides gras : la -oxydation

D’apres S. H. Lee et al. (2005), le catabolismeatgdes gras commence par une sécrétion par
la cellule de lipases qui vont hydrolyser les trigirides et ainsi libérer les acides gras. Cettegtén
a travers la membrane externe se fait via la pretéhembranaire OprF, qui comporte un motif
d’ancrage en son extrémité C-terminal. Toutefaistrouve des avis divergents dans la littérature. E
effet, Pabai et al. (1995) et Silva-Queiroz e{2009) suggérent gue. putidaKT2440 ne produit pas
de lipases contrairement Rseudomonas aerugingsalors que Seoung Yong Lee & Rhee, 1994
affirment que I'hydrolyse des triglycérides dansnidieu de culture est performante.

Les acides gras peuvent étre transportés au séencediule via deux transporteurs, un présent
sur la membrane externe et le second sur la membindégrne. Le transporteur externe FadL permet
aux acides gras d'arriver dans le périplasme taqdes FadD va envoyer ces acides gras dans le
cytosol en les activant via I'intervention d'un &GoA synthétase peu spécifique qui va transformer
les acides gras en acyl-Coenzyme A (Latour & Lereang1998). Cette réaction nécessite la double
hydrolyse d’'un ATP en AMP pour chaque activatior. §ysteme de transport est complété par FadR
qui est un régulateur transcriptionnelle qui vaibeh la voie de biosynthese des acides gras (liruss
& Black, 2004). L'action de I'acyl-CoA synthétaséaessite des ions magnésium Mgt potassium
(K" (Fulco, 1983). Une fois présent au sein de laileglles acyl-CoA vont entrer dans la voie de la
B-oxydation qui va conduire en leur dégradation ju&atteindre la forme d’acétyl-CoA. Cette voie,
cyclique, est composée de 4 réactions enzymatisuesessives (Acyl-CoA déshydrogénase, enoyl-
CoA hydratase, Hydroxyacyl-CoA déshydrogénasp-&ttothiolase) . La chaine carbonée va perdre
deux carbones sous forme d'acétyl-CoA a chaquedewycle. Le bilan d'un tour de cette voie est le
suivant :

Acyl-COA , + FAD + 2H0 + 2 NAD' + CoA-SH-> Acyl-CoA ., + Acétyl-CoA + FADH + 2NADH, + CO,

Le produit final de Ig-oxydation, I'acétyl-CoA participe ensuite au métiigme central de la
bactérie. Toutefois, avant d'étre entierement digga les intermédiaires R-3-hydroxyacyl-CoA
peuvent étre pris en charge par la voie de bioggetides PHA (voir V.5).

Dans le cas d'acide gras insaturés, les acyl-Cafiagénétré dans le cytoplasme subissent
des tours de cycles de dégradation jusqu’'a atieinde double liaison en position 3 par rapport a la
fonction acide carboxyliqueréns-A3-enoyl-CoA). A ce moment, une enoyl-CoA isomérasange la
double liaison de position pour la faire passepesition 2 et produire dasansA2-enoyl-CoA. Ces
derniers suivent ensuite la voie normale d&texydation (Schulz, 1991)
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I11.2.2 Voie de biosynthése des acides gras

En condition de croissance, la cellule va fabriqless acides gras pour le renouvellement ou la
croissance des membranes plasmiques. Cette voigedghr la prise en charge de deux acétyl-CoA
qui vont se condenser ou d’'un acétyl-CoA qui vgosier a un acyl-ACP (molécule carbonée qui a
déja subi plusieurs cycles de la voie de biosymrtliles acides gras). La réaction est catalyséengar u
B-cétothiolase. L’acétyl-CoA ajouté, va donc libérson coenzyme A pour allonger la chaine
carbonée, en synthese, de deux carbones. L'acyl-A@GRiel se sont ajoutés ces deux carbones
devient un 3-cétoacyl-ACP. Ce dernier sera enstatesformé en R-3-hydroxyacyl-ACP via I'action
NADPH-dépendante de la 3-cétoacyl-ACP-réductasecyicke se poursuit par une déshydratation en
24ransenoyl-ACP par la 3-hydroaxyacyl-ACP- déshydratasenfin se termine par le retour a une
forme acyl-ACP grace a l'autre enzyme NADPH-dépetelaappelée enoyl-ACP réductase (G. N.
Huijberts et al. 2001). L’ensemble de ces réactestseffectué au sein d'un complexe enzymatique
appelé FAS, a l'exception de la réaction de coratdms qui se fait par action de I'acétyl-CoA
carboxylase. Dans ce complexe, les intermédiamdsonés passent successivement de sites actifs en
sites actifs, jusqu’a ce qu'un acide gras destiteé ynthese de membrane soit finalisé (Fulco, 1983
ou jusqu'a ce qu'il soit pris en charge par la Ry8hoxyacyl-(ACP-CoA) transférase, puis la PHA
synthase pour la synthése de polymeres en condiéiaroissance limitée par un élément nutritionnel
(voir 111.6.1).

I11.3 Métabolisme du glycérol

Le catabolisme du glycérol chez la soudheputidaest encore peu connu. Toutefois, les
informations provenant d®seudomonas aeruginoggeuvent servir de base de connaissance. Le
glycérol est également un substrat d’intérét caepkésente une part non négligeable du carbone que
I'on peut trouver dans les graisses animales éedwegétales (environ 15% du carbone présent). Le
glycérol pénetre au sein de la cellule via unerm@prB située sur la membrane externe (la méme
que pour le glucose). Celle-ci est surexpriméeandition de limitation en glycérol (Williams et al.
1994). Une protéine Glp facilite le transport dycglrol a travers cette porine. Il est associé a une
protéine kinase (Glycérol kinase, GIpK), qui va entir le glycérol en glycérol-3-phosphate
(Schweizer et al. 1996). Enfin, 'enzyme cytoplagng GlpD transforme la forme phosphorylée du
glycérol en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) g@sen activité déshydrogénase. Ce DHAP est
ensuite catabolisé par la voie d’Entner-Doudoroffpéron glp dePseudomonas aeruginopaut étre
régulé négativement par le répresseur GlpR (Sclewé&i20o 1996).

Plusieurs auteurs relatent le fait qu'en croissasiwe glycérol seul, une longue phase de
latence est observée, pouvant atteindre une dizéimires (Escapa et al. 2013). L’ajout d’'un co-
substrat carboné permet de réduire cette latencadeisant I'activité de la glycérol-3-phosphate
déshydrogénase (Miura et al. 2013).

Le glycérol est dondn finetransformé en acétyl-CoA. En condition de limitatimutritionnel
autre que carbonée, l'acétyl-CoA excédentaire va @tienté vers la voie de biosynthese des acides
gras, rendant ainsi disponibles des précurseurmmatomeres de PHA a la PHA synthase (voir
11.6.1).
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II1.4 Métabolisme central de P. putida KT2440

ChezP. putida,le métabolisme central est trés dépendant du ncaadpRoénolpyruvate-
Pyruvate-Oxaloacétate qui va étre le diviseur maghkes flux de carbone vers l'anabolisme, le
catabolisme et I'énergie a fournir a la cellule §Zarria et al. 2012).

De plus, le métabolisme central de cette souchaf&sité par la source carbonée initiale. En
effet, en croissance sur glucose, I'activité GTPeatelante de la phosphoénolpyruvate carboxykinase
est, par exemple, trés faible, alors que sur fagctdle prend une plus grande part dans la syntdese
phosphoénolpyruvate. Dans le cas du glucose MigetNADPH-dépendante de I'enzyme malique qui
transforme le malate en pyruvate est trés acties.différences, causées par les sources carbasées,
due a la répartition des catabolismes de ces suaeagucose est quasi exclusivement dégradé via la
voie d’Entner-Doudoroff (95%) et Iégerement pavdée des pentoses phosphates (5%) tandis que le
fructose est dégradé a hauteur de 45% par la vérreer-Doudoroff, 35% via la glycolyse et 20%
via la voie des pentoses phosphates (Chavarria2g1®).

Le métabolisme central a également pour missiorgdaération de NADPH pour la
biosynthese, de NADH pour I'énergie et de pouvoir réducteur pour agur des stress
environnementaux et endogénes oxydatifs (Chavatrial. 2012). La génération des cofacteurs
NADPH; peut se faire de quatre facons cRezputida La premiere réaction permettant la réduction
du NADF est réalisée par la glucose-6-phosphate déshymegé responsable de la synthése de
gluconate-6-P a partir de glucose-6-P. La secondeest la réaction catalysée par 'enzyme malique
et la troisieme, celle de lisocitrate déshydrog&nau niveau du cycle de Krebs. [%*possibilité
vient de la présence de I'activité transhydrogénpseatalyse la réaction suivante :

trarshydmgénase

NADH + Nmpﬁum* +NAOPH

ATR ADP

Le cycle tricarboxylique d®. putidane passe pas par l'activité malate déshydrogémaise
transforme le malate en oxaloacétate d’'apres Fudiraf. 2005. Le malate serait préférentiellement
pris en charge par le shunt pyruvate ou I'enzymkqgona va le convertir en pyruvate, qui deviendra de
I'oxaloacétate par action de la pyruvate carboxyl&havarria et al. 2012 considere, lui, que Rétgi
de cette enzyme est dépendante de la source carbitigle mais que son activité reste dans tosis le
cas importante.

Pour produire de la biomasse, certains précursamsindispensables. C'est le cas pour le
ribose-5-phosphate et I'erythrose-4-phosphate. Resirsynthétiser, des enzymes de la voie des
pentoses phosphate catalysent les réactions sesvargartir du 6-phosphogluconate et du fructose-6-
phosphate (Ebert et al. 2011) (Figure 10).

NaDP* NADPH,

Rhose-5-P Hpimémare araldé -
’/F—-——b Yyllose-5-P Ghycéraldétyde-3-P Erythrose-4-P
Gluzanate-6-P Ribulose-5-P Transoétolase Transakdolase
'\——b- Fibose-5-F

coy Fhose-5-F isomd @se Sedoheptuloze-7-P

Figure 10 : Schéma de la voie des pentoses phosphates chez P. putida (Ebert et al. 2011)
[Ressource électronique : disponible sur http://biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/6BiochMetabSUITE/1PentosePhosphate/1PentosePhosphate.htm]
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II1.5 Chaines respiratoires de P. putida KT2440

La chaine respiratoire chéz putidacomprend quatre complexes au sein de sa chaine de
transfert :

» Le complexe | transfére les électrons apportédgdrADH vers I'ubiquinone ou la
menaquinone, tous deux transporteurs d’électrorsui€i se nomme NADH
déshydrogénase.

» Le second, la succinate déshydrogénase transmetléesrons via la réaction
d’oxydation du succinate et réduit le FAD en FADH

» Les transporteurs délectrons précédemment citéssfierent les électrons au
complexe Il (Cytochrome C oxydoréductase), puis cumplexe IV (Oxydases
terminales). Cela va servir a réduire I'oxygénesdmble exister plusieurs types de
complexes IV.

P. putidaa une haute capacité de régénération du NADH. &teégalement capable de
découpler la génération d’ATP et celle de NADH edirigeant la dégradation du glucose de la voie
phosphorylative vers une voie directe oxydative lei& glucose et gluconate déshydrogénases. En
effet, comme présenté Figure 11, chaque étape dédion périplasmique libére deux électrons qui
servent a la réduction de la pyrrologuinoline gum@¢PQQ), composant trés antioxydant de la chaine
respiratoire de la souche. La pyrroloquinoline qui va ensuite transférer ces électrons a
I'ubiquinone.

:::f::m»( glucose gluconate 2-ketogluconate
. Gad
space Ged
inner
membrane
cytosol GeT GntP KguT
v v v H
glucose gluconate 2-ketogluconate O HO
ATP~] GIk ATP —~ GnuK ATP KguK
v
glucose 6-P v 2-ketogluconate 6-P
N 6-P-gluconate 4—/4 NADPH/H
NADPH/M KguD

Figure 11 : Schéma représentant le découplage entre la génération d’ATP et de NADH chez P. putida (Ebert et al. 2011)

Les différentes réactions de transferts d’électemtse oxydases jusqu’a I'accepteur final sont
couplées a un transfert de protons a travers labram. Ce gradient de protons est ensuite utilisé
pour diriger la production d’ATP via 'ATP syntha@ebert et al. 2011). En aérobie, I'accepteur final
est toujours I'oxygéne atmosphérique (Latour & Leoeau 1998). Le schéma de cette chaine
respiratoire est présenté sur la Figure 12.
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Complex Complex 11 Clomglex [T Comglex IV Complex V

o o] [+]
1202 2H+ HO
Cylochrome ¢ oxidase

Cyiochrome bel complex
oe{T7aT}-+0{FETT}>
HADYD O+ {2741} wO {3611 1w'0

Figure 12 : Schéma représentant la chaine respiratoire. Source Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [Ressource
électronique] KEGG PATHWAY, disponible sur http://www.genome.jp/kegg/pathway.html, Oxidative phosphorylation

NADHO

I11.6 Métabolisme de production des PHA

P. putida KT2440 a la capacité de biosynthése de nombreuwestyge monomeres
d’hydroxyalcanoates a moyennes chaines latéralemet@nt la synthése de différents hétéro-
polymeres. La souche sauvage peut, en fonctionubstst qui lui est fourni, produire différents
monomeéres de PHA ayant entre 6 et 14 carbones, eoomux présentés dans le Tableau 5 ci-
dessous :

Tableau 5 : Motifs de 3-HA synthétisés par P. putida et les substrats nécessaires a leur obtention

PHA majoritaires Substrats Références

3-HO, 3-HD Glucose Huijberts et al. 1992
3-HO, 3-HD Glucose + Fructose Sanchez et al. 2003
3-HHXx, 3-HO, 3-HD Acide Oléique SY Lee et al. 2000
3-HUD, 3-HN Acide Undécanoique Kim et al. 1995
3-HHp, 3-HN Acide Nonanoique Sun et al. 2007a

111.6.1 Voies de biosynthése de PHA chez P. putida KT2440

Il existe deux voies de biosynthése de PHA dheautida Dans les deux cas, cette production
est liée aux métabolismes des acides gras. Cetdgrithése est nécessaire a la cellule car ellegherm
de canaliser I'excés d'énergie pouvant étre présteainsi maintenir la balance énergétique (Russell
1995). L'utilisation de Ig-oxydation ou de la voie de biosynthése des agjoessera déterminée par
la source carbonée utilisée pour la production ete ppolymeres. En cas d’alimentation en substrats
carbohydrates, la voie de biosynthése sera emgrutatédis que sur substrats de type lipidiquestc’'e
la voie de dégradation des acides gras qui seviégige. Ces deux voies ont été précédemment
décrites (cf. 111.2).
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La réaction de I'enoyl-CoA hydratase a partir lensA2-enoyl-CoA de laB-oxydation
permet I'obtention des deux énantiomeéres R et SeBexyacyl-coA. La forme R peut étre prise en
charge par les PHA synthasesRigutidaquel que soit la longueur de la chaine acyl.

Dans la voie de biosynthése des acides gras, rhindtiaire R-3-hydroacyl-ACP peut étre
converti en R-3-hydroxyacyl-CoA par une enzyme #pthaG, qui est une transacylase. Cela va
rendre I'intermédiaire disponible a I'action desAbinthases. Ces transacylases sont retrouvées dans
le cytosol et non dans ou sur les granules de RHtAfihann et al. 2002).

Les protéines impliguées dans la synthese de P& Rhputidasont codées par des genes
présents sur un méme opéron schématisé dans & Rigwi-dessous:

phaC1 phaZ phaC2 phaD phaF phal

~ — > - _H Opéron

Protéines
correspondantes

Figure 13 : Représentation de 'opéron PHA contenant les génes codant pour les enzymes et protéines impliquées dans la
synthése des PHA et des inclusions chez P. putida KT2440 (de Eugenio et al. 2010)

Les PHA synthases catalysent la réaction stéréaéetransformant les R-3-hydroxyacyl-
CoA en PHA (Haywwod, 1989Sudesh et al. 2000). Chez putida elles sont codées par les génes
phaC1l et phaC2 Celles-ci peuvent agir sur des substrats compoidas nombres variables de
carbones dans leur chaine carbonée. On retrouvenzgsnes dans les membranes de granules de
PHA. La concentration en PHA synthase joue un mpié&pondérant dans le contréle du poids
moléculaire du polymeére. Le poids moléculaire duymere est inversement proportionnel a la
concentration en PHA synthase (Sim et al., 1997).

Les genephaF et phal codent pour les protéines membranaires appeléesngls que I'on
retrouve également sur les membranes des include®HA. PhaF a un réle de régulateur alors que
Phal a plus un réle fonctionnel.

Le génephaD code pour un régulateur transcriptionnel putaléf Eugenio et al. 2010).
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I11.6.2 Dégradation des PHA

Au sein deP. putidg la dégradation des PHA est une réaction simpielyszte par les PHA
dépolymérases codées par le gphaZ(Figure 13). Ces enzymes sont situées sur les naerebrdes
granules de PHA. Elles vont dégrader les PHA dérdib des R-3-hydroxyacyl-CoA. Ces molécules
seront alors prises en charges par les voies dedbitgpn ou de biosynthése des acides gras en
fonction du besoin de la cellule.

I11.6.3 Equilibre Biosynthése-Dégradation des PHA

La synthese et la dégradation des PHA opérentéalitéd, comme un cycle continu chez
putida impliquant la PHA dépolymérase (PhaZz), l'acyl-Copnthétase (Acs ou FadD) et la PHA
synthase (PhaC1 ou PhaC2). Ce cycle, présentéeFighrinclus la consommation d’'une molécule
d’ATP a chaque tour.

[-oonydation “aig de biosyrthése des acides gras

- -
- -

~ -
-

"-‘“-—"’ Acs 1 = Ao sythétase
R-3-hry drooy acy - Cody, ——  foide R-3-hydroogcarbondique

FPhaCi = PR sprthase PraZ = PHY dépolymémase

PHA

Figure 14 : Schéma représentant le cycle de couplage de la syntheése et de la dégradation des PHA (de Eugenio et al. 2010;
Escapa et al. 2012; Ren et al. 2009)

Ce cycle joue un réle tampon qui équilibre la diaibn d’énergie et la disponibilité des
sources carbonées en consommant lui-méme de liérmogr effectuer une réaction futile. Le surplus
d'énergie est donc utilisé via ce cycle pour équdli la production de biomasse et la division
cellulaire (de Eugenio et al. 2010; Escapa et @122 Les trois enzymes de ce cycle sont localisées
sur la membrane des granules de polymeres. Ghgqmtida deux acyl-CoA synthétases ont été
identifiees (FadD1 et FadD2 ou Acsl et Acs2).

I11.7 Initiation et régulation de I'accumulation de PHA

La régulation de la synthése des PHA est complekelte est exercée a différents niveaux.
En premier lieu, on trouve la régulation enzymatidas inhibitions par les cofacteurs et les influes
des disponibilités en métabolites. En second leuretrouve les régulations transcriptionnelless Ce
facteurs de régulations transcriptionnelles peu@astspécifiques ou globaux (de Eugenio et al0201
Kessler & Witholt, 2001). Les systemes de régulatiagissant sur la production de MCL-PHA restent
néanmoins assez peu connus.

La production et I'accumulation des PHA au seinlaeellule sont déclenchées quand la
croissance rencontre une limitation nutritionnghe O, P, S, K, Mg?*, F€*, Mn, Co, Cu, Ca, Sn
(Koller et al. 2010)). Chacun de ces éléments jouedle physiologique différent, mais une limitatio
en l'un d’entre eux entraine une réponse similainez la bactérie. Les mécanismes de controle
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doivent intervenir de manieres identiques (Babedle®001). Il existe une autre voie possible pour
l'induction de I'accumulation de PHA au sein dectdlule. En effet, lors d’'une croissance contr@ée

un taux de croissance inférieur au potentiel anabel maximal de la couche ) par une
alimentation maitrisé en un élément limitant, uncésx en source carbonée va désorganiser
'anabolisme de la bactérie. Celui-ci ne sera pasnesure de s’adapter rapidement et donc stockera
cet exces de carbone sous forme de PHA. C’estallasl ce principe qui est utilisé dans le « Feast &
Famine », technique d’enrichissement dans la sétede consortium (Muller et al. 1999).

Dans cette étude, des précisions sur les limitatiam oxygéne, azote et phosphate seront
apportées.

I11.7.1 Limitation en oxygéne

La limitation oxygéne provoque un manque en accepténaux d'électrons pour la chaine
respiratoire. De ce fait, les cofacteurs réduitp@avent pas étre ré-oxydés. Par conséquent vitgcti
de la citrate synthase, qui transforme I'oxaloaeétn citrate via I'addition d’'un acétyl-CoA, est
inhibée par ces cofacteurs réduits qui s’accumul®bDH, et NADPH,) (Sang Yup Lee, 1996).
Sans NAD et NADP disponibles, I'activité du cycle de Krebs est liéglet I'acétyl-CoA s’accumule
dans la cellule entrainant une réorientation dy fle carbone intracellulaire (Babel et al., 2001).

II1.7.2 Limitation en azote ou phosphore

Les limitations en azote et phosphore réduisenpdgsntialités d'utilisation de I'acétyl-CoA
et du NAD(P)H. Par exemple, le NAD(P)}Hhe peut plus étre utilisé par les voies anabosigquaenme
celles permettant la synthése d’acide aminés. Déitecomme dans le cas de la limitation en
oxygéne, ce compose s'accumule et réduit le cyeleKeebs en inhibant I'activité de la citrate
synthase. Par conséquent, I'acétyl-CoA s’accumgldednent et est donc beaucoup plus disponible
pour la synthése des PHA via la voie de biosyntidEese acides gras (Babel et al., 2001). Cette
derniére n’est par ailleurs pas du tout affectédepeatio C/N d’aprés Lee (1983

Une carence en azote a un inconvénient non néplggar rapport a une simple limitation.
En effet, la carence totale entraine une pertetigitece microbienne importante pour I'accumulation
des polyméres (Du, 2000). Dans le cas du phospleooarence ne bloque pas la synthése protéique,
mais I'accumulation de protéines ne suffit pas indper la production de PHA (Aragéo, 1996). La
limitation nutritionnelle permet de mettre en plagee association croissance et production, de
maniéres simultanées.

Dans le cas de la limitation azote, le rapport (@ un role clé sur 'accumulation en PHA.
A un rapport C/N initial trop élevé, les synthésesbiomasse et en PHA pourraient étre inhibées par
un effet toxique lié au substrat carboné (G N Mjbkrits & Eggink, 1996). A I'inverse un rapport trop
faible entrainera une inhibition par excés d’iomsngonium (Annuar et al. 2007). L'influence du
rapport C/N sur les concentrations en biomasseHét &ecrite par Huijberts & Eggink (1996) en
culture chémostat est présentée sur la Figure 15.
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Figure 15 : Influence du rapport C/N sur la concentration en biomasse catalytique et PHA en chemostat a un taux de
dilution D = 0.1 h™ (G N M Huijberts & Eggink, 1996)

Le rapport C/N va surtout imposer la distributiom carbone entre synthése de biomasse
catalytique et production de PHA. Celui-ci peueéssocié a un rappagya/ 1. Grousseau (2012) et
Aragédo (1996) ont montré I'existence d’une coriéfaentregepa €t p pour la synthése de PHB-co-
HV a partir de Cupriavidus necatorsur des substrats de types acides organiquesileslat
carbohydrates en limitation phosphore.

I11.7.3 Régulation enzymatique des PHA

En résumé, lorsque le substrat est du glycérol ea darbohydrates, les conditions
indispensables a la synthese de PHA sont unedorteentration intracellulaire en NAD(P)Hun fort
ratio NAD(P)H/NAD(P)", une forte concentration en CoA-SH et en acétyhChous Ceux-Ci
inhibent la dégradation des PHA méme s'il y a tatgoune petite part de PHA dégradés en
permanence (Doi, 1990).

I111.7.4 Régulation transcriptionnelle

Le genephaD code pour un régulateur transcriptionnel putat& Eugenio et al. 2010). PhaS
est également un régulateur putatif constitué dex dmus-unités : I'une est une protéine histidine
kinase et I'autre est un domaine de réponse adatégu (Madison & Huisman, 1999).

PhaF joue un r6le de régulateur en se liant a I'A®Nabsence de substrats nécessaire a la
production de PHA, ce qui inhibe la transcriptices d¢yénepha Quand les granules se forment, la
liaison a I’ADN est réduite et les genasasont exprimés (Valentin et al. 1999).

RpoN est un régulateur négatif de la transcriptiephaF quand il y a suffisamment d’azote
pour que la cellule puisse effectuer sa croissaBtest un facteus dont le géne codant pour sa
synthése est situé en amont des génghd€letphakF (Hoffmann & Rehm, 2005).
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II1.8 Poids moléculaire des PHA et ses facteurs d’influence

Le poids moléculaire des PHA est directement lika dongueur du polymére et donc au
nombre de monoméres liés les uns aux autres. Ganpte est dépendant de différents facteurs
influencant sa valeur. Les concentrations en momesne3-hydroxyacyl-CoA et en PHA
dépolymérases sont déterminantes. En effet, plestaentration de dépolymérases est importante,
plus le poids moléculaire sera faible (Grage et2809). Plus le niveau d’expression des PHA
synthases est élevé, plus le nombre de granuleslaaellule est important (Jung et al. 2001) aspl
le poids moléculaire est faible.

La concentration en phasines a un impact sur lla,té&8 nombre, le ratio surface/volume des
inclusions (Zinn et al. 2001). Ces protéines, pEssentes sur les membranes des inclusions, servent
d’interface entre le cytoplasme hydrophile et late hydrophobe de I'inclusion de par sa propriété
amphiphile.
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Conclusion

En Europe, les lipides d'origines animales, isslgs I'abattage et des industries de
transformation, représentent plus de 500 000 apateur utilisation pour la production de biodlese
par transestérification alcaline est estimée a@tannuel (Muhr et al. 2013). Cette ressourcestn’
donc pas totalement valorisée et dispose d’'un gsenmportant. La premiére motivation de ces
travaux de thése est la production de PHA & moyenhaines latérales a partir de ce type de déchets
issus du secteur agricole. A I'heure actuelle, gelprocédés de cultures pour la production de ces
MCL-PHA existent & I'échelle industrielle.

Le choix d'utiliser la souchP. putida micro-organisme capable d’assimiler un grand memb
de substrats différents, est aussi bien dicté gmpsrformances présentées dans la littératurepayue
son statut de microorganisme modele. Il en resaqrossibilité d’obtenir une grande variété de fsoti
de 3-hydroxyalcanoates en fonction du type de safissutilisés. L'exploitation de cette capacité
permet de proposer une large gamme de matierdgjpks aux propriétés diverses.

Parmi les lipides d’origines animales, les sulbstemples présents sont le glycérol et les
acides gras. Ces derniers sont insolubles damsiliezix aqueux et donc nécessitent la mise en ceuvre
de culture de type Fed-Batch afin d’éviter leurtamalation dans le milieu réactionnel.

En conditions stabilisées, la production de PHA déclenchée par une limitation
nutritionnelle. La plus communément utilisée eslif@tation azote, qui est celle choisie dans cette
étude. L’influence du degré de limitation sur lgygiblogie du micro-organisme et sur les cinétigetes
rendements de production de PHA sera examinée.

L'étude bibliographiqgue a également permis de gt un bilan des connaissances du
métabolisme hétérotrophe de la souche étudiéecdtabolismes des substrats acides gras, glycérol et
carbohydrates ont été considérés.

L'objet principal de I'étude est donc I'utilisatiale graisses de canard Paputida Dans ces
conditions, il est important de déterminer le pttrde production a partir des substrats simpéss |
constituant :

- au niveau stcechiométrique (rendements)

- au niveau cinétique (vitesses spécifigues maxasigdroductivité)

- au niveau des capacités d’accumulation maxintalex(massique de PHA dans les cellules)

Il est également nécessaire de comprendre I'imgacka nature du substrat sur la physiologie du
microorganisme, sur la composition monomeérique®propriétés du polymére produit.

Dans la partie A, une caractérisation stcechiomqugride la souche sera réalisée, via
I'utilisation d’'un descripteur métabolique, lorsgiaeproduction de PHA et une croissance résiduelle
sont effectuées en simultanée a partir d’acides gra

Dans la partie B, une analyse cinétique et stae@tiique de la souche a partir de différents
substrats simples présents dans les graisses ael @st menée.

La partie C va décrire les parametres pouvantenfsur la composition monomérique et les
propriétés plasturgiques du polymere final.

Enfin, la partie D présentera I'étude de faisébitiu procédé général de production de PHA a
partir de graisses de canard.
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MATERIELS & METHODES

I- Réalisation des cultures

1.1 Souche
Le microorganisme utilisé est une souéhgutidakT2440 (ATCC 4705%4").

1.2 Milieux de culture
1.2.1 Milieu de culture solide
La composition du milieu riche solide est décriémslle Tableau 6.

Tableau 6 : Composition du milieu riche LB solide

Composé Concentration (g.L™")
Tryptone 10
Extrait de levure 5
NacCl 5
Agar Type A 20

1.2.2 Milieu de culture liquide

1.2.2.1 Milieu riche liquide
La composition nutritive du milieu liquide est idiejue a celle du milieu solide (voir Tableau 7)

Tableau 7 : Composition du milieu riche LB liquide

Composé Concentration (g.L™)
Tryptone 10
Extrait de levure 5
NaCl 5
1.2.2.2 Milieu Minéral

Les éléments qui composent les milieux de cultexevpnt étre classés en trois catégories :

« les éléments constitutifs qui sont essentiels gauproduction de biomasse. Il s’agit du
carbone, de I'oxygene, de I'hydrogéne, de I'azdtesoufre et du phosphore ;

« les éléments catalytiqgues qui interviennent commafacteurs dans les réactions

enzymatiques. On y trouve le fer, le cuivre, le n&gium, le manganése ou encore le cobalt,
etc.) ;
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e les autres éléments, qui permettent de maintehisméostasie cellulaire (le sodium, le
potassium, etc.).

Les cultures Fed-batch de cette thése sont d/iséeleux étapes :

¢ Une phase de croissance pure pour atteindre rapitemme valeur de concentration
de biomasse catalytique jusqu’a épuisement detBandial du milieu minéral.

« Une phase de production associée a une croissatrit@nnellement limitée pouvant
atteindre les 100 g-lde biomasse totale.

Il est impossible d’amener initialement I'ensembles sels nécessaire a l'atteinte de cette
concentration cible en biomasse. De ce fait, lgemiminéral initial sera complété au cours de la
culture par une alimentation en solution saline.cbhacentration en biomasse catalytique obtenue en
fin de phase de croissance sera déterminée paorigewtration initiale de I'élément limitant
sélectionnée.

L’azote, comme le phosphore (Aragao, 1996), peuéte choisi comme élément limitant
inducteur de la biosynthése de PHA avec le maintienvitesses spécifigues de production de
polyhydroxyalcanoates élevées. Or, comme le dépeldpGrousseau (2012), le taux de phosphore
intrinséque de la biomasse catalytique/fR..) N'est pas un critére discriminant suffisant pour
contrbler précisément la distribution du carbonéreeta synthese de biomasse catalytique et la
production de PHA. En effet, cette croissance &tk est également dépendante de la disponibilité
en carbone. Or, le carbone peut étre utilisé mavdees de I'anabolisme et catabolisme énergétique
mais aussi pour la synthése des PHA selon des dguasdictées par cette teneur intracellulaire en
phosphore. L'équation 1 décrit le bilan élémentdirgphosphore au sein de la cellule.

dP X L .
N Pp — p.(P).P Equation 1

dp : b . .
Avec, i le flux d’accumulation intracellulaire en phospa

<pi§ : le flux net d’échange du phosphore par la cellule
u(P): le taux de croissance dépendant de la concenmtriatiracellulaire en phosphore

Dans le cas du phosphore, le flux d'accumula%?arest variable. Ne connaissant pas la relation
pouvant décrire le taux de croissance p en fondéla concentration intracellulaire en phosphibre,
est tres compliqué de contréler p. De plus, c® m®ti'X variant, il est impossible d’asservir un flux
de carbone lié & la croissance du flux de phospfiares ces phénoménes rendent la définition d’'un
point de fonctionnement optimal lié & un degré iatation en phosphore tres complexe. C'est
pourquoi l'azote est choisi comme I'élément limitgour l'intégralité de ces travaux de théses.
Comme le montre I'’équation 2 ci-dessous :

Z—IZ = (p% —uw(N).N Equation 2

dN , L .
Avec, - le flux d’accumulation intracellulaire en azote
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(pjf, : le flux net d'échange de I'azote par la cellule
u(N) : le taux de croissance dépendant de la concentriatiracellulaire en azote

y . dN . . . . .
Le flux d accumulatlon(; étant quasi nul, la teneur en azote intracellelest quasi constante. De ce

fait, le taux de croissance est directement caipdr le flux d’azote alimentant le milieu réactieh
La concentration en azote dans le milieu minéréiairest donc adaptée en fonction des stratégees d
culture définis.

Le dimensionnement du milieu minéral a été réaliad’utilisation d'un logiciel Excel mis au
point par Jean-Louis Uribelarrea au LISBP. Le bsit de mettre au point un milieu de culture ne
présentant pas de limitations nutritionnelles pétané d’atteindre une concentration de biomasse
visée pour des caractéristigues optimales a lassaoce du microorganisme et des variables
environnementales fixées, telles que le pH, lagivesosmotique et le pouvoir tampon.

Il s’agit, ensuite, d'établir un modéle de rendateeclémentaires respectant les spécificités
nutritionnelles deP. putida KT2440. Tous ces calculs répondent a I'objectif aacentration en
biomasse préalablement fixé.

C'est au travers de données cinétiques de croissanc milieu minéral issues de la
bibliographie que I'on peut identifier les rendentseélémentaires. Dans le cas ou ces informations
sont indisponibles pour la souche d'intér&sgutidaKT2440), les données d’organismes appartenant
au méme genre pourront étre utilisées en substituttar elles seront relativement proches (ici
données collectées seseudomonas oleovorar@réusting et al., 1993)).

A partir de la composition élémentaire établi pobtenir ces concentrations a chaque fin de
phase et afin d’éviter un excés d’'un élément pppog aux autres, les facteurs d’exces de chaque
élément par rapport a I'élément limitant sont cesiet doivent étre légerement supérieurs a 1 sauf
pour I'élément limitant (égal & 1). Ces facteursaeulent selon I'équation 3 suivante :

FE/C = / Equation 3
Y timit/c-CE i,

Avec R cle facteur d’excés d’'un élément E par rapport aarbe@ne, E un élément entrant
dans la composition du milieu, E limit I'élémennltant du milieuCg la concentration en un élément
et Cg,,, la concentration en I'élément limitantgé et Ye imivc les rendements élémentaires (Egli &

Fiechter, 1981).

La sélection des sels pour la conception du mitrenéral tient compte de la faisabilité de
dissolution de ces sels. L'alimentation en solutigaline complémentaire est asservie au flux
élémentaire de carbone durant la phase de crosgame, puis au flux d'azote durant la productien d
PHA.. En respectant les contraintes prises en compté&epagiciel, en minimisant les facteurs d’excésaetc
une limitation par l'azote, on obtient la compasitide milieu initial suivant pour atteindre I'objécde
concentration de 10 gi(Tableau 8) ou de 3 g'i(Tableau 9) :
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Tableau 8: Composition en sels du milieu minéral initial pour atteindre 10 g.L'1 de biomasse catalytique

Composé Concentration (g.L™Y)
KH,PO, 4.00
K,HPO, 2.00
NaHPO,, 12 HO 1.00
NH,CI 0.50
(NH4)2SO, 1.20
(NH4),HPO, 4.00
Acide citrique, HO 1.09

Tableau 9: Composition en sels du milieu minéral initial pour atteindre 3 g.L'l de biomasse catalytique

Composé Concentration (g.L™")
KH,PQO, 4.000
K,HPQO, 7.240
Na,HPQO,, 12 HO 1.000
NH4CI 0.500
(NH,)2.SO, 1,200
Acide citrique, HO 1.090

L’apport en carbone lié a la présence de citratenge chélatant, dans le milieu minéral initial
sera négligeé.

Le pH du milieu minéral est ajust¢é a pH 6.0 parugjde quelques gouttes d’acide
orthophosphorique avant la stérilisation du mikellautoclave 20 minutes a 121°C.

Les oligo-éléments sont préparés en solutions stmricentrées 1000 fois plus que la
concentration finale désirée, dans de I'eau osmaésont ensuite filtrées sur des filtres Sartolon
polyamide 0.2 um (Sartorius Stedim biotech, Aubagmance). 1 mL des solutions de CaQIH,0 ;
FesSQ, 7 H,O ; ZnSQ, 7 HO ; MnSQ, H,O ; CoC}, 6 HO ; NaMoO,, 2 H,0O ; CuC}h, 2 HO et
EDTA et 2 mL des solutions de Mga(r H,O et d’AICl;, 6 HO sont ajoutés par litre de milieu
minéral stérile. Les concentrations finales de dbagligo-élément dans le milieu minéral sont
détaillées dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Composition du milieu minéral en oligo-éléments

Composé Concentration (mg.L™)
MgSQ,, 7 H.O 700.00
CaCl, 2 H,0 14.00
FeSQ, 7 HO 40.00
ZnSQ, 7 H,O 2.00
MnSQ,, H,O 10.00
CoCh, 6 H,O 4.00
Na;MoQ,, 2 H,0O 2.00
CuCh, 2 H,O 1.00
AlCl;, 6 H,O 1.00
HsBO; 2.00
EDTA 10.00

Une fois I'ajout des oligo-éléments effectués, e gst réajusté a 6.8 par ajout de KOH 5 M
préalablement stérilisé.

Dans le but d'atteindre le second objectif de catreéion en biomasse au terme de la phase
de production ou I'apport en azote est limitante wolution saline d’alimentation, dont I'apportaer
asservi sur celui de 'alimentation azote avec apport deQs.;; = 1/10Qyy,, permettra d’apporter
certains éléments en complément. La compositiorcetee solution d’alimentation est présentée
Tableau 11:

Tableau 11 : Composition de la solution saline

Composé Concentration (g.L™)
MgSQO,, 7 HO 79,813
ZnSQ, 7 HO 0,078
CoCl, 6 H,O 0,019
CuCh, 2 H,O 0,032
HsPOy 64,454
H,SO4 4,730
FeSQ, 7 H,O 0.658

5 mL d’'une solution stock de Feg@ H,O concentrée 1000 fois plus que la concentration
finale désirée est ajouté a la solution d’alimeatasaline aprés autoclave. Le pH de cette solution
stock a été ajusté a pH 1.0 lors de sa préparatinmle faciliter la solubilité de I'ion ferreux da
I'eau osmosée. La concentration finale en FeS®L,O dans cette solution est de 658 m’g.L

Durant la phase de production en limitation azatee solution d’ammoniaque alimente le
réacteur selon les consignes décidées. En fondtda stratégie de la culture, cette solution péra
ou moins concentrée. La solution d’ammoniaque ceroiale 30.2% (VWR Chemicals, Fontenay-
sous-bois, France) est utilisée soit sans dilutgwmit diluée au demi atteignant une concentration
avoisinant les 8.8 M, en fonction des stratégiesulieire.
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Au cours de ces travaux de these, différents satbstarbonés ont été utilisés.

Les étapes de précultures et certaines culturesédmdssité I'utilisation de glucose comme
substrat carboné. Le composé utilisé est du dextramohydrate (Roquette, France). Afin de limiter
'augmentation du volume réactionnel par ajout aesdlution de substrat carboné, les solutions de
glucose sont réalisées a chaud pour atteindre amzentration autour de 700 ¢.LUne fois stérilisé
par passage a l'autoclave (20 minutes a 121°Gydsse volumique des solutions d’alimentation est
mesurée grace a un densimetre DE40 (Metler, Tole®A). La détermination de cette masse
volumique est basée sur la mesure d’une oscillatiéoanique d’un tube en « U » en verre sur lequel
est fixé un aimant. Ce tube est la cellule de neesigr I'appareil. Il a un volume interne défini et
constant pour une température donnée. L'apparedadibré avec de 'air et de I'eau a la tempématur
de travail préalablement définie.

La solution d’acide gras, utilisée comme substatoné pour certaines cultures, (VWR
Chemicals, Fontenay-sous-bois, France) a la cotiposin acides gras suivante : Acide oléique 77%,
Acide linoléique 12%, acide palmitique 5% et actiEarique 3%. Les 3% restant sont d’autres acides
gras présents a I'état de traces.

La solution de glycérol, utilisée comme substtoné, (VWR Chemicals, Fontenay-sous-
bois, France) a une pureté de 98%.

Les graisses de canard, substrat industriel, téntitdisées. Elles proviennent des abattoirs de
la coopérative Vivadour (Gers, France). La compmsitle ce substrat, fournie par la coopérative, est

présentée dans les Tableau 12 &Tableau
Tableau 12 : Composition lipidique des graisses de canard

Unité Spécifications  Résultats Méthodes

Acides gras libres % (w/w) <0.02 0.01 EN 14105
Monoglycérides % (w/w) <0.80 0.44 EN 14105

Diglycérides % (w/w) <0.20 0.06 EN 14105

Triglycérides % (w/w) <0.20 0.01 EN 14105

Tableau 13 : Composition en acides gras lipidique des graisses de canard

Nature de I'ester Pourcentage massique (%)
C14:0 Myristate 0.7
C16:0 Palmitate 26.0
Cl16:1 Palmiteate 4.6
C18:0 Stéarate 6.3
C18:1 Oleate 50.6
C18:2 Linoléate 10.9
C18:3 Linolénate 0.3
C20:0 Eicosanoate 0.1
C20:1 Ester gadolénique 0.5
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1.3 Conditions de culture
1.3.1 Etapes d’inoculations

Avant d’ensemencer le réacteur d'étude (20 L), uwcgssus de propagation en plusieurs
étapes est mené comme présenté dans la Figure 16.

50 & 100uL issus d’'un cryotube sont étalés sur boites de Bemis en incubation a 30°C
pendant 48 h.

A partir d'une colonie, une fiole Erlenmeyer a laffle 100 mL contenant 10 mL de milieu
riche LB est ensemencée. Au terme de 24 h de et lB0°C sous agitation a 110 r.p.m., les 10 mL
sont versés dans une fiole & baffle de 2 L conte#@® mL de milieu minéral et 8 g'lde glucose.

Cette seconde étape de précultures dure envirom a230°C et 110 r.p.m., le temps que
l'intégralité du glucose soit consommée. La conediun finale en biomasse catalytique est d’environ
4.5 g.L"

Ces deux étapes sont dupliquées afin de pouvaiulanle réacteur de 20 L contenant entre 8
et 9 L de milieu minéral avec 800 mL de précultures

2x400mL-12h

10mL-24h

50-100 uL

Milieu LB solide 10 mL Milieu LB liquide 400 mL Milieu Minéral + 8-9 L Milieu
30°C dans une ficle Glucose8 g.L2 Minéral dans
Erlenmeyer bafflées de dans une fiole Erlenmeyer réacteurde 20L
100 mL baffléesde 2L 30°C
30°C; 110R.P.M. 30°C; 110R.P.M.
X2 X2

Figure 16: Etapes de propagations
1.3.2 Culture en fermenteur de 20 L

1.3.2.1 Description générale du fermenteur

La culture en mode Fed-batch est réalisée danséactaur (Braun, biostat E, BRAUN
DIESSEL, BIOTECH. Melsungen, Allemagne) de 20 §treiles stérilisable en place (Figure 17).
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Figure 17 : Dispositif expérimental : fermenteur de 20 L

Le réacteur est connecté a des différents modig@sesures et de régulations, afin d’avoir un
suivi en ligne et un contréle des différents panaeseau cours de la culture (température, pH, mess
partielle en oxygéne dissous dans le milieu, poe3si

La température est régulée par I'intermédiairend’double enveloppe dans laquelle circule de
l'eau, dont la température est régulée par deuxesyes : un échangeur a plagues et un bain
thermostaté. La mesure de température s’effectue yree sonde de température (Biotech
International).

La régulation d’une surpression dans le réactep@ssible grace a la mesure apportée par la
sonde du bioréacteur, qui va commander le pourgenttouverture de I'électrovanne présente au
niveau de la sortie des gaz de la culture.

Le pH est mesuré par sonde FermProbe F600 (Broddlegs Corporation, Irvine, Etats-
Unis). Sa régulation est assurée par deux pompestghiques a débit constant apportant soit une
solution de potasse, soit une solution d’acidempthosphorique. Une troisiéme pompe péristaltique
permet l'ajout d'un anti-mousses (Struktol J67&tteCrégulation est rendu possible par la sonde de
niveau de mousse placée sur la platine du fermenteu

Le réacteur peut étre alimenté en substrats papompe assurant un apport continu et précis
avec des débits n'excédant pas 0.5'L(FE411 - B.Braun Biotech International, Melsungen,
Allemagne). Une seconde pompe, a débit asservngidiapport de la solution saline concentrée qui
sert de complément au milieu minéral initial (Minige 3 - Gilson, Middleton, Etats-Unis). Une
troisieme pompe permet d’ajouter 'ammoniaque dércontréler la croissance résiduelle par I'apport
d’azote lors de la phase de production (Minipulse@GIson, Middleton, Etats-Unis). Une quatriéme
pompe est également disponible pour apporter untéekesecond substrat carboné, pour les cultures
en co-substrats (Minipulse 3 - Gilson, Middletotgtg-Unis).

Les réservoirs de solutions de substrats carbaiés éammoniaque sont placés sur des balances
(Seulement deux signaux analogiques de balancesmeétre collecté par culture : culture en co-
susbtrats, les balances sont affectés aux substnditsnés, tandis qu’en culture sur substrat singde
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balances sont affectés au substrat carboné eminbaiaque) (modeles CP 2202 S, | 12000 S et IB
16000 S - Sartorius, Aubagne, France). La détetinima&n ligne de la masse des réservoirs sur la
balance permet d’'obtenir une estimation des débassiques de substrats et/ou d’ammoniaque
entrants dans le réacteur.

La pression partielle en oxygéne dissous,fE3t mesurée par une sonde INGOLD (Urdorf,
Suisse).
Le débit massique de gaz entrant (air) est mesarréip débitmetre (5850 TR - Brooks Instrument,
Hatfield, Etats-Unis).

L'agitation est assurée par trois turbines Rushégnlierement disposée afin de garantir une
homogénéité quasi parfaite malgré I'expansion deme résultant de la conduite Fed-batch. Une
garniture résistante aux PHA a été installée autddd cette these sur ce bioréacteur.

Le schéma du systeme est présenté sur la Figure 18.

Analyseur
- de gaz

Anti-mousse

[=Xs
OOOO Oo

Collecteur
d'échantillon

L ] L ]L

a a4 a a
Acide Sels
oléique

§

Figure 18 : Schéma général du fermenteur en mode Fed-batch et de son environnement

1.3.2.2 Systéme d'acquisition et de commande

Tous les systémes de mesure en ligne et actionsentrgonnectés a un ordinateur de type PC
par une interface Analogique / Digital — DigitalAhalogique et des ports série type RS 232. Le
module d’entrée-sortie permet I'acquisition en égdes données provenant des capteurs (vitesse
d’'agitation, température, pH, oxygéne dissous,gwe3, des temps de fonctionnement des pompes de
liquides régulateurs de pH et d’antimousses ainsi la commande des pompes d’alimentation en
substrat, tandis que la liaison asynchrone relesbalances a I'ordinateur permet la lecture gmeli
de la masse des réservoirs.

L'ordinateur est équipé du logiciel fed2s, écriturbo Pascal et développé au laboratoire,
qui permet d’accéder a de nombreux signaux, quemitelirectement a leurs valeurs brutes, ou a leurs
dérivées et/ou intégrales, de les filtrer et dainefl'acquisition. L'acquisition de ces mesuredigne
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permet également, via les bilans matieres, I'edtonades vitesses de consommation de substrat, de
production de dioxyde de carbone, du taux de @oiss a partir de la production de £@tc.
L’ensemble des paramétres liés au fermenteur, alanbes ou aux gaz, disponibles en lignes, sont
détaillés dans les Tableau 14,Tablea&Tableauié.

Tableau 14 : Parametres liés au fermenteur disponibles en ligne

Paramétres fermenteur Unités
Température °C
pH
Pression relative mbar
Agitation r.p.m.
temps de marche des pompes d’antimousses, adidset S
Volume base mL
Volume acide mL
Oxygene dissous %
Débit massique d’aération nL.h*
Tableau 15 : Paramétres liés aux balances disponibles en lignes
Parameétres balances Unités
Masse initiale substrat 1 g
Masse actuelle substrat 1 g
Masse substrat ajouté 1 g
Concentration équivalente substrat 1 b.L
Carbone ajouté S1 mole
Carbone ajouté S1 mol.L™*
Masse initiale substrat 2 g
Masse actuelle substrat 2 g
Masse substrat ajouté 2 g
Concentration équivalente substrat 2 g.L*
Carbone ajouté S2 mole
Carbone ajouté S2 mol.L™*
Carbone résiduel mol.L?
Volume fermenteur L
C résiduel / C ajouté 9.g"
Tableau 16 : Paramétres liés aux gaz disponibles en ligne
Parametres gaz Unités
Pourcentage N %
Pourcentage O %
Pourcentage CO %
Vitesse Q mol.h*
Vitesse CQ mol.h?
u (/CO) h
Coefficient respiratoire
kLa ht
Intégrale Q mole
Intégrale CQ mole
Vitesse Q mol.L™t.h?
Vitesse CQ mol.L1.h?!
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Il est possible d'utiliser différents modes de cosmche des débits des pompes : constant,
linéaire, exponentiel et sigmoide (Figure 19). @esgrammations de débit sont trés utiles lors de
conduites particuliéres de culture de microorgaesm

Consigne finale

Consigne initiale

L 4

r 3
.
A

=
>

Délai initial " Durée de Variation

Figure 19 : représentation des modes de consigne des pompes péristaltiques disponibles grdce au programme de gestion de
I'alimentation du réacteur (Cescut, 2009)

1.3.2.3 Echantillonnage

Des échantillons de surnageant de milieu de cukoré prélevés a intervalles déterminés
grace a un collecteur de fraction (Fraction Cotle¢irac-100, Pharmacia fine chemicals, USA), qui
est relié & un module de filtration tangentiellgppfikon, Pays-Bas) dans lequel se trouve un filtre
Sartolon polyamide 0.2 um (Sartorius Stedim biotéakbagne, France). Le module de filtration est
alimenté en modQt de culture par une boucle deadaition fonctionnant avec une pompe péristaltique
(Masterflex 77521-57, Cole-Parmer USA).

1.3.2.4 Analyse des gaz de sortie du fermenteur

Durant les cultures Fed-batch dans le bioréacténst& E de 20 L, les débits d’aération en
entrée varient de 200 a 700 NL.H.a composition des gaz d’entrée et de sortiavesturée par un
analyseur (URAS 10 E, Hartmann & Braun, Allemagr@)plé a une armoire a gaz (EGASS, B.Braun
Biotech International, Melsungen, Allemagne).

Le principe de détection repose sur la mesurepgeEtométrie infra-rouge pour le dioxyde de carbone
et par paramagnétisme pour I'oxygeb@&talonnage de cet analyseur s’effectue en traipes :

Le zéro de I'oxygene et du dioxyde de carbone @giré avec de I'azote.

L’oxygene est calibré avec de I'air du réseau

Le dioxyde de carbone est calibré avec un gazrétddmt la composition est un mélange

contenant 5% de Gt 20% d’'Q.

Une fois la calibration de I'analyseur effectuées cesures vont permettre le suivi des compositions
en Q, N, et CQ de l'air en entrée et sortie du réacteur. De teifassera possible de déterminer les
quantités d'Q consomme et de G@roduit par les cellules au cours des cultures.

Cette analyseur a toutefois une limite, il ne permpas de mesurer le G@rsque celui-ci excede 10%
de la composition des gaz de sortie du réacteuceDfait, un systéme de dilution est disponible afi
de diluer les gaz de sortie du réacteur avec dedia réseau permettant a la mesure du, G®
retourner dans la gamme de mesure de I'appareil.
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II-Techniques analytiques

I1.1 Méthode de suivi et d’analyse des substrats d’'une culture
I1.1.1 Dosage des acides gras

Cette méthode a été développée, a partir desutrad@ Liu et al., 2014; Zhao et al., 2006,
durant la thése afin de pouvoir quantifier la fi@etde substrat résiduel dispersée et dissoute ldans
milieu réactionnel. Cette quantification est eftes par analyses en chromatographie liquide haute
performance (CLHP). Le principe de cette méthodelaeage des acides gras libres repose sur les
interactions apolaires entre les chaines carbaligeisles gras et la phase stationnaire de la celonn

L'appareil de chromatographie est composé de plusigarties :

. un passeur d’échantillons (CTC Analytics, PAL sgstelTC PAL),

. une pompe (Ultimate 3000 Pump),

. une pré-colonne (Security Guard Cartridges C8 Dwm# ID, Phenomenex),

. une colonne de type C8 (Luna 5um C8(2) 100A ; 18%Gxmm, Phenomenex),

. un détecteur UV a barrette de diodes (Ultimate 3@@8todiode Array Detector),
. un détecteur a diffusion de la lumiere (ELSD, 3&D-Narian).

Le logiciel d'acquisition et de traitement des dées est Chromoleon (Chromatography
Management System version 6.80).

L’analyse se fait sur les échantillons prélevda &eringue lors de la culture et non sur les
échantillons provenant du collecteur de fractienfiltration retenant la fraction lipidique insolab
L’échantillon & analyser est, quelle que soit lacamtration en substrat résiduel, dilué au % aeec d
l'isopropanol (VWR Chemicals, Fontenay-sous-boisgn€ée) afin de solubiliser les acides gras. Le
meélange est centrifugé 4 minutes a 13 400 r.p.m.c#f culotter les cellules. Le surnageant pewt étr
analysé par CHLP.

La séparation est effectuée par un gradient de d&uants (Eau + 0.1% d'acide
TriFluoroAcétique (TFA) et Acétonitrile + 0.1% ddé-A) dont les proportions respectives évoluent au
cours de l'analyse. Le débit total des éluantségat & 1 mL.mifl, la température de la colonne est
maintenue a 25°C dans un four et les échantillass de passeur sont conservés a température
ambiante. Les températures d’évaporation et delisébian de 'ELSD sont & 50°C et un débit de gaz
vecteur (N) de 2 standard L.mih Le volume d’échantillon injecte est de 10 pL’ah&lyse dure 40
minutes. Durant les 10 premiere minutes, I'éluattoemposé a 95% d’eau et 5% d’acétonitrile afin
d’éluer toutes les protéines pouvant précipitecamater le support lorsque I'acétonitrile devient
majoritaire dans I'éluant. Les 20 minutes suivanté8% acétonitrile — 30% eau) servent a la
guantification des acides gras résiduels. Enfim, 1@ derniéres servent au nettoyage de la colanne e
au retour aux conditions initiales.

Les solutions standard sont commandés chez lesi$seurs suivant : Sigma-Aldrich (Acide
oléigue 99%; acide linoléique 99%; acide stéari@8e5%) et Supelco (Acide palmitique). Ces
composés sont solubilisés dans de I'isopropanol.

La méthode CLHP permet I'obtention de chromatogramsimilaire a celui de la Figure 20.
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Acide Oléiqte

Acide Palmiique

I ! | Acide Stéaique

Acide Linoléique

Figure 20 : Chromatogramme type avec les temps de rétention des acides linoléiques, palmitique, oléiques et stéarique

Les solutions standards ont permis d’établir uoeétation linéaire entre le logarithme des
aires des pics et les logarithmes des concentsatinrthacun des composés. La gamme de linéarité est
comprise pour des concentrations de 0.1 & T gdur chacun des acides gras. Si des dilutions sont
nécessaires, celles-ci doivent effectuer avecisiepfopanol. Une nouvelle étape de centrifugatiin e
nécessaire (4 minutes a 13 400 r.p.m.) avant amdlysurnageant.

I1.1.2 Dosage du glycérol et du glucose par CLHP

La détermination des concentrations résiduelleglyrérol et en glucose est effectuée par des
analyses en chromatographie liquide haute perfacen&€@LHP).

L’appareil de chromatographie est composé des n@ngenes que dans la partie 1.1.1 &
I'exception de :

. la pré-colonne (Micro-Guard IG Cation H, Bio-Rad),
. la colonne de type H+ (Aminex HPX-87H 300 x 7.8 nBig-Rad),
. un réfractometre Rl (Shodex Rl — 101) a la placdétecteur ELDS.

L'acide sulfurigue HSO, 5 mM est utilisé comme éluant en mode isocratidugedébit de
I'éluant est égal & 0,5 mL.mila température de la colonne est maintenue a B8PS un four et les
échantillons dans le passeur sont conserves al4°@olume d’échantillon injecte est de 20 pL et
I'analyse dure 30 minutes.

L’éluant ainsi que les solutions de la gamme tbét@age sont préparées dans de I'eau ultra-
pure (MilliQ, 18.2Q.cm, Millipore, Allemagne). Le glycérol et le glum utilisés pour les solutions
standards sont issus des mémes lots que ceugsitiienme solutions de substrats pour les cultures.

I1.1.3 Dosage du glucose

Durant les cultures sur substrat glucose, la aunaton résiduelle de celui-ci peut étre dosée
rapidement par un analyseur automatique YSI ma2iéd® Select Biochemistry Analyzer (YELLOW
SPRINGS INSTRUMENT® Inc., Yellow Springs, Ohio, UpA e dosage enzymatique, a la base de
cette analyse, se fait via des glucoses oxydasesoliifisées sur membrane. Ces enzymes
transforment le glucose en acide gluconique liltédanl’eau oxygénée, qui va s'oxyder grace a une
électrode de platine. Le courant résultant de agetion est proportionnel a la concentration en

Document confidentiel 64



Matériels & Méthodes

glucose. Avant toute mesure, I'appareil est étadoanl’aide d'une solution standard de glucose
concentrée & 2.5 gL Pour s'assurer de I'exactitude de la mesure dpphreil, I'échantillon &
analyser doit étre préalablement centrifugé (1300 minutes), afin de culoter toutes les cellules.
surnageant doit étre éventuellement dilué pourlgwsncentration en glucose mesurée soit comprise
dans la gamme de linéarité de I'appareil, & saamtie 0 et 5 g..

I1.2 Méthode de suivi et d’analyse de la biomasse de la culture
I1.2.1 Biomasse totale
11.2.1.1 Mesure turbidimétrique

La densité cellulaire des prélévements issus ddtires est estimée par mesure de
I'absorbance a 600 nm, a l'aide d’'un spectrophotoen@.ibra S4 de BIOCHROM Ltd., Cambridge,
UK), dans une cuve de 0.2 cm de trajet optiquéeSoin, des dilutions sont réalisées pour restes da
une gamme de 0.05 a 0.6 UDO. Ces dilutions soatffes avec un mélange eau-isopropanol afin de
solubiliser les éventuels acides gras résiduels.

11.2.1.2 Mesure gravimétrique

La masse de biomasse contenue dans un volume d@wehantillon est déterminée par pesée,
apres centrifugation en tube d’Eppendorf de 1.5 prkalablement séché et pesé dans lesquels 1 mL
de modt est disposé. Le culot est lavé a I'isopmopafin de solubiliser les acides gras résiduels
présents dans le volume interstitiel. Aprés unemsge centrifugation, les culots sont séchés av&tu
sous vide (200 mm Hg, a 60°C) pendant 48 heurescdreentration en masse séche (MS) est
déterminée par différence et s’exprime en'g.L

I1.2.2 Détermination de la composition macromoléculaire de la biomasse
11.2.2.1 Dosage par CPG des PHA intracellulaires

Cette méthode, inspirée de celle décrite par Geausgn 2012, a été réajustée durant cette
thése pour le dosage des polyhydroxyalcanoates rmegechaines. Les informations extraites des
travaux de Huijberts et al., 1994 ont permis d’aanét cette méthode.

* Principe de la méthode

Les polyhydroxyalcanoates (PHA) sont dosés parmsatographie en phase gazeuse suivant
la méthode de méthanolyse proposée par Braueiegh1978 avec les modifications de Brawdlal.
1988.

La méthanolyse acide permet de dépolymériser les &Hl'obtenir des esters d’acides gras
qui sont volatils (Figure 21) :
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Chaine de
)\/U\ MCL-PHA
HO (o] (o} OH a n motifs

CH,OH
100°C, 4 h CHCl,

H,50, = Catalyseur

O OH O

R/\)J\OCH:, L R/'\)J\OCHa

1 méthyl alcanoate n méthyl hydroxyalcanoates

Figure 21 : Mesure par CPG des MCL-PHA intracellulaires, principe de la méthanolyse
Remarque : la réaction d’estérification est éqrékb(non totale) et réversible.

Pour déplacer le méthanol de la phase chloroforeidjsuffit d’ajouter de I'eau a la fin de la
réaction (extraction liquide-liquide).

* Analyse

Les culots de biomasse, correspondant a un volen@e7® mL de moQt séchés pour la mesure
des poids secs sont transférés dans des tubes @¥rEb, 15 mL 16x125 mm). lls sont resuspendus
dans 2 mL de méthanol acidifié (15%3@,) contenant de I'acide benzoique & 0.8'gcbmme étalon
interne. 2 mL de chloroforme sont ensuite ajoutés seringue en verre et le mélange est placé dans
un bain marie & 100°C pendant 4 heures. Chaque hiesrtubes sont agités (vortex) puis replongés
dans le bain-marie.

Apres que les tubes se soient refroidis jusquigiapérature ambiante, 1 mL d’eau ultrapure
est ajouté dans chaque échantillon. Le mélangagitst pendant 30 secondes. La séparation liquide-
liquide par décantation qui s’en suit dure toute umuit. Une fois la séparation des deux phases
effectuée, la phase organique est récupérée ae l'didne seringue en verre pour analyse en
chromatographie GC-FID. . La colonne utilisée esimodéle CP-Wax 58 (FFAP) CB (VARIAN
INC., Hansen Way, Palo Alto, USA) de dimensions@B2x1.5 (L (m) x ID (mm) x OD (um)). La
phase stationnaire en polyéthyléne glycol est éeefhvec des groupements fonctionnels acide
nitroterephthalique modifiés. Le chromatographeleshodele CPG VARIAN 430 (VARIAN INC.,
Hansen Way, Palo Alto, USA) équipé d'un passeucltiiétillons et d’'un détecteur a ionisation de
flamme. Le gaz vecteur est I'azote avec un déb2%SlenL.miri" et les températures de l'injecteur et
du détecteur sont respectivement de 250 et 270 @ragramme de température du four est le suivant
: 115°C pendant 7 min ; augmentation 20°C par msgy’'a 230°C ; 10 min a 230°C.

Les courbes d’étalonnage pour chacun des typesodemeres de PHA (acides 3-hydroxyhexanoique
98% (HHx); 3-hydroxyoctanoique 98% (HO); 3-hydro&gednoique 98% (HD); 3-
hydroxydodécanoique 98% (HDD) et 3-hydroxytétradetgue 98% (HTD)) ont été réalisées dans
des gammes de 0 & 50 mg par tube. Ces standargsjsfpar Larodan Fine Chemicals AB
(Limhamnsgardens allé 9 SE21616 Malmd, Sweden)sseitt simultanément le méme traitement de
méthanolyse que les échantillons a quantifier.
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11.2.2.2 Calcul de la biomasse catalytique (Xcat)
Le calcul de la concentration en biomasse catalgtig fait selon I'équation 4 suivante :

Xeat = MS(g.L™1) — PHA (g.L™) Equation 4

III- Traitements des données expérimentales

III.1 Généralités sur les bilans

Le bilan de conservation dans le systéme s’écnitrge suit :
Flux d’accumulation = Flux net de conversion +fhet d’échange

Donc, pour une densité volumiqgee’une grandeur extensive E :

d(‘:.tV) = T,. V+ Pe. V Equation 5

Avec 1, densité volumique de vitesse nette de réactida deandeue
¢, densité volumique de flux net d’échange de ladgare avec I'extérieur du systeme

« Bilan molaire

Pour un systeme reactionnel, dans lequel intemgienn réactions avec m compos€y, (le
produit entre le vecteur vitesse correspondanta@iwete des réactions et la matrice staechiométrique,

construite a partir des différents coefficientscﬁtimrnétriqueiaéj) relatifs & chacune des n réactions,
permet d’obtenir les vitesses nettes de réactions.

Soit I''®™ réaction s'effectuant a la vitesse

i

: . r . .
L l L 11 4 .
ac, €1+ +acCy—ac, €1+ +ac, Cy Equation 6

Le systeme est défini par :
» Le vecteur de concentrations molaires des m corspf)sé (Cy, e, C),

» Le vecteur de densités volumiques de flux d’échange @ = (@1, Om),
» Le vecteur de vitesses nettes de conversion peum leomposeés 7o = (Met 1 -+ » Thet m)>»
> Le vecteur de vitesses de réaction pour chacune dictions 7 = (rt, ...,r™),
1 1 1
ac, - ag, - ac,
» Lamatrice steechiométriqudf| = faz . a;, . a¢_
n n n
ac, - ac, - Qac,

Document confidentiel 67



Matériels & Méthodes

Les vitesses nettes de conversion sont obtenude peoduitr,,,; = 7.|M|. L'équation bilan
molaire pour un réacteur homogene s’écrit donc:

"(;’f) =7 |M|.V+ @.V Equation 7

II1.2 Traitement des gaz

L'analyse des gaz de sortie du bioréacteur perrobtehir certaines informations concernant
I'état physiologique de la biomasse. Si I'on coesidle systeme bioréacteur illustré Figure 22stl e
possible de déterminer, via cette analyse, lesssé® de consommation d'oxygeng,( et de

production de dioxyde de carbong).

Aération Analyseur de gaz
Phase Gaz Phase Gaz
(VF50,5,00,F)  (N25;0,%,€0,°)
Ue Qs
N
Ve
( _\ Milieu
réactionnel
= v Phase Liquide
] (deissous;
0 dissous,
: dissous,
CO,tissousy

(@

Figure 22 : Schéma du réacteur avec I'entrée et la sortie des gaz associées aux variables nécessaires au calcul des bilans
gazeux

111.2.1 Bilan pour un composé A présent dans le gaz

L’équation de conservation de la matiére pour peésent dans le gaz sur le systéme bioréacteur
s’écrit :

Accumulation = Flux d’échange + Réaction
= (Flux d’entrée — Flux de sortie) + (Produntio Consommation)

d(Adissous_VL) n d(Aguz_VG) _
dt dt

(Qe.-AF — Q5. A%) + 1,4V, Equation 8

avec V; etV; les volumes des phases liquides et gaz e Lcérrespond a I'addition du ciel
gazeux du réacteur et du volume mort jusqu’'a lis®aur de gaz)

Qg etQs les débits de gaz entrant et sortant du systéawenér en mole:h
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AE etAS les pourcentages du composé A dans les gaz eatrsottant du réacteur

ry la vitesse de production/consommation de I'espeem mole.l*.h™ (r, > 0 si production
et r, < 0 si consommation)

Adissous et A99% |gs concentrations du composé A dans la phaseltcgt dans la phase gaz
du réacteur en mole’L

On peut regrouper le terme d'accumulation dans laase liquide et le terme de
production/consommation afin d’obtenir le termefld® de transfert global®,) s’écrivant :

d(Adissous.VL)
P, = d— + 1r,.V, Equation9
t
avec ®, en mol.i
Donc,
d(A9%% V)

— = (@ A" - QuA°) + @, fquation0

I11.2.2 Bilan sur I'azote

L’azote est un gaz inerte qui n'est pas utilisé Pa putida KT2440. Il ne subit que le

phénoméne de transport au travers de la phasddigDu fait de sa trés faible solubilité dans laggh

gaz . , .
—d(N;t ) peut étre négligé dans la suite du calcul. Le filobal de transfert de

'azote peut également étre négligé. Partant de hggmtheses, le bilan sur l'azote permet de
déterminer le débit de sortie des @gaza partir de la mesure du débit d’entrée des@adans le

réacteur et des compositions en azote a I'efséeet a la sortieV,® du fermenteur.

liquide, le terme

E

d(Ny"V

_ : Zdt G)+QE'N2E < .

QS - —N S Equation 11
2

Avec le débit sortant des g&, il est possible d'écrire les flux globaux de sfamt
d’oxygene(®,, ) et de dioxyde de carborfé@,, ) comme suit :

d(02°.Vg)

q)oz = dt - QE- OZE + QS- Ozs Equation 12
d(co°v )
q)coz = & dzt o) _ QE-COZE + QS.COZS Equation 13

Les vitesses nettes de conversigy) peuvent étre déduites des équations précédentes :

d(Adissous.VL)
+—
dt
Vi

Py

Ty = Equation 14

Avec @, < 0 dans le cas d’'une consommation du composél et0 pour une production de A.
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I11.2.3 Bilan sur I'oxygene

Dans la phase liquide considérée parfaitement métare bilan peut s’écrire :

d(o dissous'V 3
(Zd—tL) = 19,V — Py, Equation 15

avec0, %594 : |3 concentration (en molel).en oxygéne dissous dans la phase liquide. Cietistc
déterminée par la mesure de la valeur de la pregsidielle en oxygéne dissops),. La solubilité
maximale de I'oxygéne (C*) est égale & 7.56 rgd30°C sous 300 mbars de surpressjiy, €
100%). Dans certaines cultures, la surpressionracatteindre 500 mbars, on considérera que la
valeur de C* restera inchangée. Avec la masse reali@ I'oxygéne égale a 32 g.mpbn peut écrire
I'équation 16 suivante :

Ozdissous POy 7.56

= X 7 i
100 32 Equation 16

La vitesse de consommation d’oxygéne (en moiit) peut déterminée a I'aide de I'équation: 15

o, +d(02dissous.VL)
— 2 dt < .
Tro, = v, Equation 17

Pour la phase gaz interne au bioréacteur, supfmsdegéne et sans réaction biologique, I'équation
s’écrit :
d(02°"V,)

" = q)ozgaz—llq. Vg + Qeag - QSO‘; Equation 18

Avec d)ozgaz‘“q : la densité volumique de flux de transfert dpHase gazeuse vers la phase liquide
Vg : le volume de la phase gaz (L)

0,8% : la pression partielle en oxygéne dans le volgemeux

0% ; 05 : les pressions partielles en oxygéne pour legsiénirant et sortant

Do, BV, = —d, 9.V, en égalant les flux de transfert gaz-liquide

Le coefficient global de transfert d’'oxygene damghase liquides, a,, (en h"), se calcule par la
formule suivante :

d(0,°) . ; .
kyao, = (Qeo’g - Q05 -T2 2 v, ) /(V,. (0", — Ofissous) Equation 19

avec 0%, : la pression partielle en oxygene dissous atlaa@on dans le milieu.

I11.2.4 Bilan sur le dioxyde de carbone

La concentration en dioxyde de carbone dissoutamtéas mesurée, elle doit donc étre
calculée. Dans la phase liquide, le dioxyde de arabse trouve sous différentes formes dont les
proportions sont fonctions du pH et de la saliditémilieu minéral. On trouve donc : le dioxyde de
carbone €0, ), l'acide carboniqueH,CO 3), les ions hydrogénocarbonaté(03) et les ions
carbonate{03~). L'équilibre entre ces composés peut se détallesi :

dissous
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C0,%55°% L H,0 & H,C0 ;< HCO3 + H* & CO2™ +2H*

L’acide carbonique K,CO ;) se dissocie quasiment instantanément. Par coesggles formes
H,CO 5 etC0O5~ sont minoritaires et donc négligés pour le restedhlculs. Il reste donc :

. K
C0,S°U 4 H,0 & HCO3 + H*
aveck : la constante d’équilibre de cette réaction dsafiation :

_ HCO3 . HY

K= =471 x 107 "mol. L1

C 02 dissous

L’accumulation des ions hydrogénocarbonate peutniger le bilan sur I€0, produit. Le calcul de
leur concentration peut s’exprimer :

K .Cozdlssous K .Cozdlssous

HCO3 = =222 — = X2 o

Equation 20

Selon la loi de Henry, et en considérant I'équdilthermodynamique avec la phase gazeuse
effluente, la concentration en CO2 dissous estgtmmnelle a la pression partielle en CQ2Q,):

COZdissous — pCOZ-HCOZ
avecHg, : la constante de Henry pourdé,

La quantité totale dé0,dans le milieu réactionnel s'écrit finalement :

K 'Cozdlssous

Coztotal — Cozdissous+ HCO§ — Cozdissous+ e

= pCOZ'HCOZ' (1 + 10%)

Equation 21
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II1.3 Traitement de la variable « Volume »

Dans le but de pouvoir exploiter les données dieiras en mode Fed-batch, il est nécessaire
de travailler en grandeurs massiques ou molairesdaf s'affranchir de I'évolution du volume du
milieu réactionnel. En effet, celui-ci subit de nmeuses variations dues aux apports de substeats, d
la solution saline, des solutions correctrices ldede la solution d’ammoniaque mais aussi du fas d
prélevements pour I'échantillonnage et de I'évation due a la température de travail.

Afin d’estimer le volume réactionnel liquide, orlige les variables suivantes :
V, : le volume initial
Vsers - l€ volume de solution saline ajouté
Vacide 1€ volume de solution d’acide correctrice degjbuté
Vpase : 1€ volume de solution de base correctrice dajoidté
Vépap : le volume d’eau évaporée
Vprel - l& volume prélevé pour I'échantillonnage
Vaim - 1€ volume de solution d’alimentation en subsajauté
On adonc:
errm = Vo + Vsets + Vacide + Vbase + Vatim — Vévap - Vprél Equation 22

Pour le volume de substrat ajouté, il faut diffémier le volume d’eau, du volume de substrat
converti en biomasse catalytique ou en produits.

On note : Vequi = Vio + Vxp
avec VIIIZO = Vaiim- (Patim — Saiim)
et Vxp = @ (Vaim — Vi,0)- (1 = Ys¢0,)

Paiim © la masse volumique de la solution d’alimentagoarsubstrat (kg:t)

Sqaim - la concentration de la solution d’alimentati&g.( ")
Y5 co, : 1€ rendement de conversion du substrat@n (g.g")

a : un coefficient correcteur qui permet d’ajusterblume final mesuré au volume final calculé
L’équation 22 devient donc :

errm = Vo + Vsets + Vacide + Vbase + VIHZO + VX,P - Vévap - Vprél Equation 23
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Sur un intervalle de temps noté dt, la variatiovaleme s’écrit :

d(errm) = d(Vsels) + d(Vacide) + d(Vbase) + d(Véqui) + d(Vévap) + d(Vprél)
Equation 24
A chaque temps, le facteur de dilution peut étteut@ par I'équation 25 :

F;() =1+ 20 Equation 25
V-1

Il est désormais possible de calculer le volumerigée de la culture qui correspond au
volume de la culture si celle-ci avait été mendernsen mode batch.

Viheot) = Vineo (t-1) - Fa(t) aVeCVipeo (1=0) = Vo  Equation 26

Les valeurs expérimentales établies avec le volomaguré peuvent étre corrigées par rapport
au volume théorique.

I11.4 Calcul des vitesses spécifiques et des rendements

Il est possible de caractériser le comportememhignoorganisme en calculant des vitesses et
des rendements :

Soit le compos® de concentratioh comme variable d’état &t.,; la variable biomasse catalytique
(en Cmole.['). On notery la vitesse de réaction (en Cmolé.h") etgy la vitesse spécifique de
réaction (en Cmole.Cmoten™).

rB
Xcat

qp = Equation 27

Si B est un substrat, on parle de vitesse (spéeifide consommation. Si B est un produit, on piele
vitesse (spécifique) de production.

Le taux de croissance (ef)rse calcule selon I'expression suivante :

rx
Xcat

n= Equation 28

Les vitesses spécifiques de production de, @0 de consommation dyO(en mole.Cmolé.h)
s’écrivent :

q = 02 g do, = To2 Equation 29
€0, Xcat 02 Xcat q
On peut en déduire le coefficient respiratoire QR :
q r .
QR = 02 — 9% Equation 30

qOZ rOZ
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Les rendements de conversion du substrat S de moatien s, en un composé B (si B est un produit),
se noteRs ), et se calcule comme suit :

Ab
Rey = — Equation 31
SM As quation

IIL.5 Bilans élémentaires

Il est possible d'appliquer la notion de bilan @léments constitutifs des composés impliqués

dans les réactions biologiques. Seuls le carbameigéne, I'nydrogéne et I'azote sont pris en caenpt
dans les travaux de ce doctorat. lls représentfit @s systémes organiques biologiques. La matrice

elémentaire de la Cmole des compagege formule brut€H, » 0,0 Ny s'€crit :
T B

C H 0 N
1 €A 0 §

[y

€&, €

El=|{ H .0 N
1 &, & &

" H .0 N
1 e e, ¢,
L'équation bilan sur les éléments constitutifs desposés est la suivante :

d(ZLED =7.|M|.|E| +@.|E| Equation 32

d(CIE) .

avec, . le flux d’'accumulation de la densité volumiquesdtléments k

7.|M|.|E| : les vitesses nettes de conversion des élément$M(.|E| =0 pour les
systémes biologiques)

@ .|E| : le flux de densité volumique d’échange avectéerur.

Pour un systéme ferméz. |M|.|E| = 0,
pour une analyse instantanée, cela donmesg, + - + rf'séi + ot gl =0,
en intégrant les vitesses sur un intervalle deemn obtient :

ftfinal 7.|M|.|E|.dt = [z? |E|]tﬁnul

tinitial

0 Equation 33

tinitial

Donc, pour chacun des élémedsil est obtenu I'expression suivante :

(€™ = €My gl + o (€™ — €M) gl + o+ (Chy" — CimD). el =0 Equation 34
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II1.5.1 Bilan Carbone

) 2 . . . vt C C c _
L'équation bilan du carbone sur les vitesses g'éefi.ec, + ot 1y.E¢, + ot hpagg, = 0 avec
ggj = 1 pour les composés organiques%tz 0 pour les autres. Le bilan carbone s’écrit aussi :
Zjnil (C{m - C]i-ni) =0 Equation 35
Dans le systeme biologique considéré dans cesuxal@théese, on a :
Ysubstrat + ert + YpPHA + rCOZ =0 Equation 36

I11.5.2 Bilan élémentaire généralisé ou bilan redox

Dans le cas ou certaines variables ne seraiennpasrables, il y a possibilité d’effectuer un
bilan élémentaire global sur I'ensemble des élémdaur cela, on affecte a chacun des élénkents

facteur arbitrairel,. Si I'on considére le vectedr= (A4, ., %), le produit entre le vecteur des
vitesses nettes de conversion des éléments etatspiwsé du vecteur est nul. On a donc
#.|M|.|E]. 27 = 0, soit :

ATy g + o+ Ai.rj.sicj + 4+ 2T gc, =0 Equation 37
En sommant sur 'ensemble des éléméntsdécoule I'équation suivante :
Y a(A 1y gl 4+ A gl ) =0 soit T DA L) + A T i (A g ) =0
Equation 38

On appelle coefficient du degré de réduction géisérassocié au composg le termey’_, (4;. sé}.) .
On le nommera par la lettye Le bilan élémentaire généralisé s’écrit donc :

Zj";l(ri.yj) =0 avecy; = vk (A sicj) Equation 39

Si I'on a un composé non mesureé, il est possibléaliminer de I'équation bilan élémentaire
généralisé en annulant son degré de réduction gé&®r. Aveck éléments dans notre systeme,
k —1 composés ayant un degré de réduction difféeremiepe étre éliminés du bilan élémentaire en
prenant pour les valeurs de , les solutions dtésys d’équations annulant les degrés de réduction
retenus. Dans notre cas, on détermine les valeutg,dy, 1, etAy pour permettre d’éliminer les
composés comme l'eau, le €€t la source d’azote Ntde I'équation bilan.

]/Hzo = 2/11.1 +/10 = O, ]/COZ = /1C + 210 = O, yNH3 = AN + 3/11.1 =0
Le systeme peut étre résolutsi= 4,1y = 1,1 = —2 etAy = —3.

A partir de cette résolution, il est possible diewlar le degré de réduction généralisée chacun des
autres composes; de formule brut€H 1 0 0 N v :
¢ GG

Yi= YA ) =Ac+ ,1,,.82’], + Ao.sgj + AN.SQ’)_ Equation 40
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I11.5.3 Validation des mesures par l‘utilisation des équations bilan élémentaires

Pour vérifier si les mesures expérimentales affst sont correctes, il suffit de vérifier que
les bilans élémentaires soient bouclés, si tousdegposés sont dosés. Une fois ces bilans considéré
comme bouclés, il est possible d’estimer les valelg grandeurs non mesurées ou de ré-estimer des
valeurs erronées. Le degré de réduction d’'un coépos ou mal mesuré peut étre retrouvé comme
suit :

4 .
Y= Z—IC"" avec Agiop = Yjiq(Tivj) et Ac = ¥t (1) Equation 41

I11.6 Lissage des données expérimentales

Le lissage des données expérimentales obtenuesuesidune culture permet de s’affranchir
des incertitudes expérimentales (liées aux méthamd®pérateur, ...), d’interpoler et de calculer
directement les valeurs dérivées et intégrales @mair un acces rapide aux cinétiques et aux
rendements expérimentaux. Pour le lissage des deniléest préférable de convertir les mesures
brutes en grandeur afin de s’affranchir des vianat de volumes ou des incertitudes liées aux
dilutions effectuées sur les échantillons lorseled dosages. Les résultats sont traités par ucidbg
de lissage développé au LISBP. L'interpolation sesebsur un calcul polynomial des valeurs
expérimentales et permet I'obtention d’'une courkgee de I'évolution temporelle des variables. Les
courbes dérivées décrivent I'évolution de la vitgerstte de consommation ou de production de ces
COMPOSES.

IV- Modélisation des flux

Une application pour la résolution d'un réseau dligque a été développé par Jean-Louis
Uribelarrea. Ce descripteur a été implémenté pausduche P. putida KT2440 selon les voies
métaboliques décrites dans I'état de l'art. Il petrrhévaluation des différents rendements limites
basés sur la conversion du carbone, des contralatgénération et régénération des coenzymes et des
demandes énergétiques de la cellule. L'ensemblaétabolisme d®. putidan’étant pas totalement
connu, cet outil permet, via la simulation de d#éfits scénarios, de prédire le comportement
métabolique de la souche en fonction des conditiensulture. Les résultats obtenus & l'aide de ce
descripteur métabolique sont développés dans te pésultat.

IV.1 Descripteur anabolique

Le descripteur anabolique est constitué de I'ense s réactions (61 réactions) conduisant a
la synthese des constituants macromoléculaires addidmasse a partir de 28 intermédiaires
métaboliques. En fonction de la composition élémiemtde la biomasse, les fractions massiques des
constituants cellulaires et la demande (en carbénergie et coenzymes réduits) de ces voies
métaboliques peuvent étre réajustée. L'ensembleédesions du réseau anabolique et la composition

macromoléculaire de la biomasseRigutidaKT2440 sont détaillés dans I'’Annexe A.
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IV.2 Descripteur catabolique

Le descripteur catabolique est constitué de I'etéeies réactions des voies cataboliques des
différents substrats étudiés et des voies de bibége des PHA (45 réactions, 42 intermédiaires)
décrites dans les Annexes B.

IV.3 Résolution

Le descripteur total est traité comme un systeim&aire qui évalue I'ensemble des flux
matiéres intracellulaires des réactions mises ewreeldia résolution s’effectue selon différentes
conditions :

» Le flux d’accumulation intracellulaire de chaqueenmédiaire est nul.

» Sur les variables abiotiques, I'écart entre le fexpérimental et le flux théorique doit étre
minimisé.

» Dr’autres contraintes spécifiques peuvent étre égaussi besoin (un rendement carbone, un
rapport entre deux flux, ...)

La démarche générale est la suivante :
- a partir des valeurs expérimentales de rendenwemtespondant a une phase de croissance seule, le
rendement énergétique de production de biom¥gse est évalué. Ce rendement tient compte de
'ensemble des demandes énergétiques difficilemeodélisables (transports ionique, maintien des
gradients et de I'hnoméostasie cellulaire).
- a partir de I'hypothése de la conservation decoglement énergétique, il est possible de détermin
les rendements théoriques limites de conversiocadoone en biomasag x pour différents substrats
(seul ou en mélange).
- il est possible d’obtenir un rendement théaeidjmite de conversion des substrats en PM&oya
qui correspond a la quantité maximale de produitivpat étre obtenue selon les contraintes
métaboliques des voies identifiées, les contrainied’énergétique requise et de la demande en
coenzymes.
- a partir de valeurs expérimentales, le modélat gire corrigé, implémenté, et sert a la
compréhension des phénoménes mis en jeu lors Hasesu

V- Extraction et caractérisation des produits

V.1 Méthode d’extraction des PHA

Avant d’extraire les PHA des cellules lyophiliséds moQt final de fermentation, il est
nécessaire de nettoyer les cellules. En effet, fsucultures sur substrats de types acides grest, i
nécessaire de laver les cellules a I'éthanol agtirdiner le substrat résiduel. Les cellules soohd
mises en suspensions dans de I'éthanol absolue (€Wénicals, Fontenay-sous-bois, France) et sous
agitation magnétique durant 2 heures. Au termeedavage, la suspension est centrifugée 10 minutes
a 4000 r.p.m., les culots sont alors mis a séaésdde a température ambiante.

Une fois secs, I'étape d’extraction des PHA pavaa peut débuter. Le Soxhlet est un appareillage d
laboratoire qui se décompose selon la Figure 23:

Document confidentiel 77



Matériels & Méthodes

- Ctondenseur
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Figure 23 : Schéma représentant les différents composants d’un extracteur de Soxhlet

La méthode d’extraction a été développé durarie ¢hEse en s'appuyant sur les travaux de
(Heinrich et al., 2012; Jiang et al., 2006; Kokgral., 2013; Kunasundari et al., 2011; Manangan &
Shawaphun, 2010), ainsi que sur I'expertise depaotenaires du Centre Régional d'Innovation et de
Transfert de Technologie Biologique (CRITTBI0).

Une masse pesée de cellules lavées et séchégdaest dans la cartouche filtrante en
cellulose (Whattman, Maidstone, Royaume-Uni). 1@0du solvant d’extraction, le chloroforme, sont
placés dans le ballon en verre. La températurerggrae pour chauffer le ballon est de 65°C pour
atteindre la température d’ébullition du chloroferm

Le principe de I'extraction repose sur I'entraiemdes PHA par le solvant. Les vapeurs de
solvant traversant le Soxhlet sont condensées\aauwidu réfrigérant, dans lequel circule I'eau du
réseau. Une fois revenu a I'état liquide le sol&lé@toule au travers de I'échantillon biologiquieiéi
dans la cartouche de cellulose. Ce systéme déalisti-condensation assure une circulation comtinu
du solvant dans I'échantillon durant 24 heures. diphon permet au solvant de retourner dans le
ballon afin de pouvoir poursuivre le cycle d’évegt@n-condensation.

Au terme des 24 heures d’extraction, le ballonpésté a I'évaporateur rotatif a 65°C afin
d’enlever la majeur partie du chloroforme. Le resb@ évaporé est placé dans un bécher de 100 mL
préalable séché, a I'étuve sous vide 60°C, et gesédécher est placé sous hotte chimique le temps
gue le solvant s’évapore intégralement. Une f@isdporation effectuée, le bécher contenant les PHA
est pesé afin d’estimer le rendement d’extractiQy,-qction » S€ION I'’€quation suivante :

(Mpécher+PHA—Mbécher vide)

Nextraction =

Equation 42

Mecellules

avec, Myscher+rua - 1@ masse du bécher contenant le produit seg)(en

Mpscher vide - 1@ Masse du bécher vide et sec (en Q)
Meeutes - 1@ Masse de cellules pesée et placée dangdaiche cellulose (en g)

Le rendement d’extraction, calculé en comparanhésse de produit extrait & la masse de
PHA contenu dans I'échantillon biologique utilisgup I'extraction (dosée par chromatographie phase
gaz), obtenu par cette méthode est de 96% masdiqaeprofils monomériques des PHA avant et
apres extraction sont similaires, ce qui certifie g
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» la méthode d’extraction n’est pas sélective deagesttypes de monomeres
* la méthode d’extraction permet la récupérationmidgmeres de toutes tailles.

V.2 Caractérisation des PHA par Chromatographie a Perméation de gel

Les analyses des masses molaires des polymedstprors des différentes cultures de la
thése ont été effectuées par le laboratoire RESCE@HSSAC, 33).
La méthode de chromatographie a perméation deugglexclusion stérique (Size Exclusion
Gel en anglais - SEC) a été réalisée selon la nbHm&51-505 (2011). Cet appareil est composé
comme suit :
* Un systeme de GPC Agilent 1260 infinity
* Un systeme 4 colonnes Polymer Laboratories PLG#x3.5 mm, particules de jom, de
porosité de 50 & 1&. L'ensemble est thermostaté a 40°C
» Un détecteur RI
* Un détecteur UVX=254 nm)

L’éluant TétraHydroFurane (THF), qualité analyieré est utilisé & un débit de 0,5 ml.rfin
L’étalonnage est effectué avec du polystyréne.dotmntillons sont préparés par une dilution dans du
THF contenant du toluéne, qui est un marqueur té,g#iis filtrés sur filtre PTFE 0,22m.

La masse molaire moyenne en poids, ndfge correspond a la moyenne des masses
molaires pondérée par la masse de chaines de cloagueur
La masse molaire moyenne en nombre, ndtge correspond a la moyenne des masses
molaires pondérée par le nombre de chaines de elhaagueur.
L'indice de polydispersité, not§, , caractérise la dispersion de la masse molaire des

polymeres. Dans le cas ou tous les polymeres sofdaifgment homogeéenes en taille et constitué d’'un
seul type de monomere, cet indice sera égal a 1.

= |§E

=

I, = Equation 43
V.3 Caractérisation des propriétés thermiques des PHA par Analyses
Enthalpiques Différentielles

Les analyses enthalpiques différentielles (AED)Daifierential Scanning CalorimetryDSC)
des polymeres produits lors des différentes cudtule la these ont été effectuées par le laboratoire
RESCOLL (PESSAC, 33).

Documents de référence
e IS0 11357-2 (2013) — Mesure de la températureattssition vitreuse
* 1SO 11357-3 (2013) — Détermination des températetrees enthalpies de réaction

L’appareil utilisé est une DSC a compensation disgance, DSC Q2000 (TA Instruments),
utilisée en mode standard avec des creusets pdréeréllons en aluminium hermétiques. De I'azote
de qualité U, selon un débit de 50 mL.iia été utilisé comme gaz de balayage.
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Le profil de température appliqué est le suivant:
= |sotherme a -80 °C pendant 5 minutes
» Passage de -80 a 80°C selon une rampe de 10°C/min
= |sotherme a 80°C pendant 5 minutes
= Passage de 80 & -80°C selon une rampe de 10°C/min
= |sotherme a -80°C pendant 5 minutes
= Passage de -80 a 150°C selon une rampe de 10°C/min

Les masses des étalons utilisés pour I'étalonnagfe s
- Indium: 3,37 mg
- Mercure: 2,15 mg
- Plomb: 4,59 mg

Le sens exothermique est indiqué sur les thermagesn il est représenté vers le haut.

La température de transition vitreuse, ndjgedéelimite le passage entre les états secondaires
vitreux (I' < T,) et caoutchoutiqueT{ < T). La température de fusioffi{) détermine la température
a laquelle les zones cristallines du polymeére {s&h a) passent a I'état fondu. Ces températamds s
déterminées par une analyse en Differential Scgn@adorimetry (DSC). L’'aire du pic correspondant
a la fusion caractérise I'enthalpie de fusidiy,; ramenée a une unité de masse de I'échantillon (en
J.g"). Celle-ci peut nous informer sur la proportionzdee cristalline dans le polymére.
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RESULTATS

A- Optimisation de la répartition du carbone et de
I'énergie lors du couplage de la croissance et de la
production de PHA moyenne chaine a partir d’acides
gras chez P. putida KT2440

Nomenclature

X total biomass concentration (gL

Xeat catalytic biomass concentration (&)L

S substrate concentration ()L

%PHA final intracellular PHA content (g:)

Vv volume of culture medium (L)

RQ respiratory quotient

U specific growth rate {H

Hexp experimental specific growth rate'th

Qs specific substrate consumption rate (Cmole.Cthhi®

OpHA specific production rate (Cmole.Cmole™)

Mgrowth specific growth rate during the growth phasg)(h

Mprod1 specific residual growth rate during th& dtep of the production phase'}h
Mprod2 specific residual growth rate during th& gtep of the production phase'h
Mprod3 specific residual growth rate during th& 8tep of the production phase’jh
Mproda specific residual growth rate during th& gtep of the production phase’jh
s solubility (mol.kg)

t; initial time of the step (h)

Myxcat catalytic biomass molar massx(g.CmoIél)

ViRe cat theoretical anabolic demand g, mohks™)

Yarp xcat energetic growth yield (g.molrs?)

Y Xcat nitrogen conversion yield into catalytic biomasm(aﬁmolél)

Yephia experimental PHA production yield from fatty ac{@nole.Cmolé)
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exp
Y:S‘,Xcat

max
Y:S‘,Xcat

exp
YS,Xt

L—ox
CI)AcetleoA

L—ox
CI)ATP

eff
Y:S‘,Xcat

Yestim
AcetylCoA

ymax
AcetylCoA

estim
YNADH

estim
YFADHZ

yestim
Fatty acids

exp
chetleoA

exp
AnaDH

exp
QrapH2

YC,X cat

expdemand
chetleoA

exp demand
4ANapH

m

experimental growth yield from fatty acids (Cmoladle®)
maximal growth yield from fatty acids (Cmole.Criyle

experimental overall carbon yield (Cmole.Cmble
flux of acetyl-coenzymeA released by PHA prododtiox (mole.g..*.hY)

flux of ATP produced by beta-oxidation for PHAguction (umole.ga-.h™)
effective growth yield when growth and PHA proihucare coupled (Cmole.Cmalie

acetyl-coenzymeA, coming from PHA production, wowyion yield for growth
estimated by the metabolic descriptor (umalg:9

maximal acetyl-coenzymeA, coming from PHA prodactonsumption yield for
growth estimated by the metabolic descriptor (p1nogig?)

NADH, coming from PHA production, consumptiorid/fer growth estimated by the
metabolic descriptor (umole.g:?)

FADH,, coming from PHA production, consumption yielddoswth estimated by the
metabolic descriptor (umole.g:?)

fatty acid consumption yield for growth estimagdhe metabolic descriptor
(Lmole.gear)

experimental acetyl-coenzymeA flux released by pidduction (umoleg,".h™")
experimental NADH flux released by PHA produciomole.gc.i-.h™)

experimental FADHflux released by PHA production (umolgsg.h™)

total growth yield from both acetyl-coenzymeA taity acids (Cmole.Cmofg

experimental anabolic demand flux of acetyl-cgereA (umole,g,".h™")

experimental anabolic demand flux of NADH (umale:h?)

cell maintenance energy flgxmole.gca~.h™)
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Introduction

Ce chapitre est principalement rédigé sous forraa drticle scientifique actuellement soumis
au journal scientifique Biotechnology and BiopracEsgineering.

L'objectif des travaux de ce doctorat est de déiteer la stratégie de conduite et les
conditions optimales de culture pour la productiten polyhydroxyalkanoates a moyennes chaines
latérales a partir d’acides gras sur la solghputidaKT2440. Dans ce but, il est important d’établir
des expérimentations permettant la compréhensioliedesemble des phénomenes biologiques, la
détermination des cinétiques de production et eledaments optimums.

La culture de type Fed-batch permet, par des &ppontrolés de carbone et d’azote, d’obtenir
des titres de produits élevés. Ce type de congeitmet d’'induire des changements de métabolisme,
par la mise place d'une limitation nutritionnelld'étudier les dynamiques de croissance et de
production de PHA, mais aussi de déterminer lesadtgs maximales de la souche. Le mode Fed-
batch permet également de bénéficier de I'histerigellulaire des évenements vécus par les micro-
organismes. De ce fait, lors de la phase de prmycil est possible d’approcher des limites de
I'accumulation. De plus, comme énoncé précédemntiantumulation de PHA est liée a des taux de
croissance faibles, par conséquent, son étudeedarbdes de conduite de type chémostat (procédé
continu) engendrerait des temps de stabilisatiés bong nécessaire au renouvellement du contenu
cellulaire.

Dans ce chapitre, 'analyse des données expératesnssus d’'une culture en mode Fed-batch
sur acide gras a 30°C, a permis de mettre en lemigramélioration du rendement carbone global
lorsque la croissance et la production de PHA ieat $imultanément. Afin d’expliquer ce résultat et
d’en comprendre les tenants, de nombreuses simngadi partir du descripteur métabolique, présenté
dans la partie Matériels et Méthodes, ont été eféss afin d'évaluer comment le carbone et I'émergi
pouvait se répartir dans la cellule en fonction ctewditions environnementales de la culture. Audel
cette compréhension des phénomenes biologiquestésaltats permettent d’ajouter un argument
justifiant de l'intérét d'utiliser le mode de cultu Fed-batch pour la production de PHA a partir
d’'acides gras.

La culture, présentée dans ce chapitre, sera nemAng@ns le reste de ce manuscrit.
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I. Publication: Improving carbon and energy distribution by coupling

growth and medium-chain-length polyhydroxyalkanoate production
from fatty acids by P. putida KT2440

Nicolas Andin*? , Antoine Longiera$, Thierry Veronesé Frédéric Marcato 4, Carole Molina-Jouve
! Jean-Louis Uribelarred

YLISBP, Université de Toulouse, CNRS, INRA, INSAloTse, France

2/EGEPLAST SAS, Zone Industrielle Ouest, F-6546@tBRmnce

30VALIE INNOVATIONSAS, ZAC du Mouliot, 2, rue MarifaeDuras, F-32000 Auch, France
“V/IVADOUR SCA, Rue de la Menoue, F-32400 Riscleydea

*Corresponding author. Tel. : +33 (0)5 61 55 95 30

E-mail adresses: andin@insa-toulouse.fr (N. Andinpl@vegeplast.com (A. Longieras),
thierry.veronese@ovalie-innovation.com (T.Veronedeg@deric.marcato@vivadour.com (F.Marcato),
carole.jouve@insa-toulouse.fr (C. Molina-Jouve), arjdouis.uribelarrea@insa-toulouse.fr  (J.-L.
Uribelarrea).

I.1 Abstract

The production of medium chain length polyhydrokgaloates by Pseudomonas putida
KT2440 from fatty acids leads to the loss of adapgoportion of carbon. We studied the possibility
of a shift of potentially available energy and eartiowards monitored residual growth during the
production phase. A Fed-Batch culture achieving@28-" of total biomass containing 54.4% (g.g
1 of medium chain length polyhydroxyalkanoates wasied out leading to an overall experimental
carbon yield of 0.7 Cmole.CmoteThe analysis of modeling fluxes deduced from expental data
indicated how carbon and reduced cofactors (NADH BADHZ2) were managed to conclude that
part of the carbon and reduced cofactors made adlailby polymer production were used in
anabolic pathways. The strategy which consisteatdopled growth and medium chain length
polyhydroxyalkanoate production enhanced the glglelds compared to growth followed by a
production phase. The understanding of carbon ameigg fluxes distribution allowed deducing
optimized culture strategy to perform the highegrted in the literature.

1.2 Introduction

Facing environmental challenges to better manaastiplwaste and replace petroleum-based
compounds, the development of new routes for tbpl&stics production from renewable resources is
of major interest. The rising demand for bioplasiie linked to the increasing interest in sustdmab
products for very numerous industrial sectors sagpackaging, electronic devices, the car industry.

Polyhydroxyalkanoates are suitable raw materials the bio-based and biodegradable
polymeric materials production. About 150 mononafrBydroxyalkanoic acids have been reported in
the literature (Steinbuchel and Valentin, 1995; &grand Pfleger, 2013). They are generally divided
into two groups according to their structures:ghert chain length polyhydroxyalkanoate (SCL-PHA)
are composed by 3 to 5 carbons atoms while theumedhain length polyhydroxyalkanoates (MCL-
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PHA) consist of 6-14 carbon atoms. MCL-PHA havew tlegree of crystallinity (around 25%) with
a low melting point (between 40°C and 60°C) (Abeakt2012), low tensile strength and high
elongation to yield. Their elastomeric properties then very interesting.

Polyhydroxyalkanoates have already been produceditiporganisms at the industrial scale.
As reported previously, numerous strains are ablgyhthesize and store PHA when grown with a
nutrient imbalance involving for instance nitrogem phosphorus with adequate carbon supply (Koller
et al. 2010). Among then®,. putidaKT2440 is a well-known versatile and safe stralmaoh is able to
accumulate medium chain length poly[(R)-3-hydrokgaloates] as intracellular carbon and energy
storage compounds in the cytoplasm.

The valorization of low cost substrates from reng@aesources such as animal fats or plant
oil is an interesting opportunity to design an ewuit bioprocess for polyhydroxyalkanoates
production. Concerning process optimization, voltrioepolymer productivity and the final PHA
content in the cell are the most important pararsete reduce global production costs. Thus, fed-
batch culture is a very suitable mode of culturadhieve high cell density with very high amourits o
polymer when the biological and physical dynamies @ntrolled and well adjusted (Hazenberg, W.
& Witholt, B. 1997).

In this work, the biological dynamics &f. putidaKT2440 were investigated on fatty acids
(95% of 18 carbon compounds) to evaluate interastlmetween growth and PHA production. These
polymers are synthesized through the beta-oxidapatihway where R-3-hydroxyacyl-coenzymeA
precursors can be polymerized by PHA synthase. 3tnésn generally produces PHA composed of
monomers with 6 to 14 carbons. However, most momsmensist of eight and ten carbons. Thereby,
MCL-PHA production is accompanied by the releasexadtyl-CoA and generation of the reduced
coenzyme (B. Witholt and Kessler, 1999; SteinbUchad Liutke-Eversloh, 2003) (see Figure 24).
Throughout this work, the quantification of the lmam and energy pools and their potential use for
concomitant residual growth are investigated ireotd improve overall carbon and energy yields.

Fatty acids
Fadl |
CoA-SH + H20 ATP
FadD
ADP
FAD Acyl-CoA synthase
Acyl-CoA  =reen,,
FADH, Acyl-CoA dehydrogenase ",
(trans)-A2-enoyl-CoA Acyl-CoA,
Acetyl-CoA
H.O B-Ketothiolase
Enoyl-CoA :
hydratase 3-ketoacyl-CoA

Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase NADH,
R-3-hydroxyacyl-CoA
NAD*
CoA 4PHA synthase

MCL-PHA

Figure 24: Medium chain length polyhydroxyalkanoate metabolism in P.putida KT2440 on fatty acids as the carbon source

Document confidentiel 85



Résultats - Partie A: Optimisation de la répartition du carbone et'é@eergie lors du couplage de la
croissance et de la production de PHA moyenne et@prartir d’acides gras chBz putidaKT2440

I. 3 Materials and methods
1.3.1 Micro-organism

The strainP. putidaKT2440 was obtained from ATCC® (470%%. It was stored at -80°C in
liquid LB medium (Luria Bertani — Tryptone 10 g-Lyeast extract 5 gt NaCl 5 g.[*) with 20%
glycerol (v/v).

I.3.2 Seed cultures

One P. putida glycerol stock solution was spread on an LB medRetri dish (LB with
addition of agar 20 g:1). The plate was incubated for 48 h at 30°C. Onenyowas used to inoculate
the first 100 mL Erlenmeyer flask with 10 mL ofdig LB medium. The flask was cultured for 12 h at
30 °C under shaking at 100 rpm. It was transfeméala 2 L Erlenmeyer flask for 12h at 30 °C, pH
6.8 under shaking at 100 rpm, with 400 mL of mihsedt medium prepared as follows: KPD, 1.5
g.L", MgSQ,.7H,0 0.7 g.I!, CaCh.2H,0 0.014 g.[!, FeSQ.7H,0 0.04 g.[!, ZnSQ.7H,0 0.002
g.L", K;HPO, 1 g.LY, NaHPQ,.12H,0 0.5 g.I', NH,CI 0.5 g.L", (NH,),SQ, 1.2 g.L'*, MnSQ. H,0
0.005 g.I!, CoCh, 6H,0 0.004 g.r!, NaMoO,.2H,0 0.002 g.[}, CuCh.2H,0 0.001 g.r
AICI3.6H,0 0.0005g.[*, HyBO; 0.002 g.L*, (NH,),HPOQ, 2 g.L*. The resulting culture was used to
inoculate the bioreactor containing 8 L of minesalt medium.

1.3.3 Bioreactor and operating parameters

Fed-Batch cultures were performed in a 20 L bidwraesing the Braun Biostat E fermenting
system (Braun, Melsungen, Germany) without oxygemitdtion. The temperature was kept at 30°C
and the pH at 6.8 by addition of a 10 mol.KOH solution. Homemade software enabled the online
acquisition and regulation of the monitored pararsetof the bioreactor (stirring speed, pH,
temperature, relative pressure, partial pressurdissiolved oxygen (pfp base, acid and antifoam
(Struktol JG73) additions). The relative pressurehie bioreactor was set at 0.3 bar. The bioreactor
was supplied with three sterile feeds (fatty acislf and ammonia solution at 8 mof)Lusing
peristaltic pumps (Masterflex France, lllkirch) aglson (United States, WI, Middleton). The
composition of the fatty acid feed was oleic acld linoleic acid 10%, palmitic acid 4% and stearic
acid 2% and 3% traces of other fatty acids (VWR@ibals). The masses of fatty acids and nitrogen
solutions added to the bioreactor were estimatdideoby weighting the feeding tanks continuously
(CPA16001S, Sartorius (Goettingen, Germany)). @gdes composition was analyzed by an infrared
spectrometry detector for carbon dioxide and amagmetic detector for oxygen (Egas 8, Braun,
Germany). @consumption rate and G@roduction rate were calculated from mass balarte&sg
into account the variation of the gas volume in tkactor, inlet airflow (measured by a mass
flowmeter, Brooks, United States, PA, Hatfieldynperature, humidity and pressure. The fatty acid
concentration in the bioreactor was evaluated enliys homemade software based on carbon mass
balance, taking into account online acquisitioradat

1.3.4 Culture strategy

Fed-Batch cultures were performed with two phasdeed to different carbon and nitrogen
feeding strategies: (A) growth phase without antyiant limitation, (B) growth and production phase
under nitrogen limitation. During growth phase (&), exponential fatty acid inlet flow was monitored
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to keep a constant specific growth rate of 0*2dwer than the maximum specific growth rate otyfat
acids (Whax = 0.37 B, (Kellerhals et al., 2000)). This exponential \gtio was maintained until
nitrogen depletion occurred when the catalytic ldem(biomass without any intracellular product)
concentration reached around 15.d-". The second phase (B) corresponded to PHA praxtucti
under nitrogen limitation. The exponential nitrageeding rate monitored the specific growth rdte a
values near one tenth of the maximal anabolic piateas it allows optimal PHA productivity
according to E Grousseau et al., 2013 . Thus,psst£0.04 1 (Upra), 0-03 H(Uproad), 0.02 B (Moroad
and 0.01 H (Uproas) Were designed.

The carbon was provided to satisfy the anabolicateirand the PHA production. A slight
excess of residual fatty acids was maintained énntiedium to ensure maximal production rates for
the different specific growth rates investigatedhiis study.

1.3.5 Analytical methods

Total biomass concentration (Xt) was measured kycapdensity at 600 nm (OD600nm)
using a visible spectrophotometer (Biochrom Libr4) Svith a 2 mm absorption cell (Hellma).
OD600nm was calibrated against dry cell weight (DGWasurements. The cells were harvested by
centrifugation and then dried in an oven (Hera€usnce) at 60 °C under vacuum (200 mmHg) in the
presence of silica gel for 48 h.

The intracellular amount of polymers was determibgdyas chromatography after methanol
esterification (Brandl, Gross, Lenz, & Fuller, 1988 the dried biomass used for DCW measurement.
The exact amount of biomass used was weighed. Thépreent was GC Varian 430 gas
chromatograph (Varian Inc., HansenWay, Palo AltBAYwith nitrogen as carrier gas (25 mL mn
and flame ionization detection (270°C). The coluwas a CP-SIL (CP8735) 5 CB column (30m x
0.53 mm x 1.5 um). The injection was carried ouR%0°C. The temperature program of the oven
was: 115°C during the initial 7 min then increasitog final temperature of 230°C at a rate of
20°C/min* and an isotherm of 10 min.

The catalytic biomass concentratiorX () was estimated by difference between the
concentrations of total biomass concentrafipmand PHA.

Fatty acid concentrations in supernatants wereréted by HPLC (Ultimate 3000, Dionex
(United States, CA, Sunnyvale) using a PhenomensalC8(2) 5 um column (150 x 4.6 mm) with
the following conditions: a temperature of 25°Cthmivater + 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) and
acetonitrile + 0.1% TFA as eluents (flow rate omLmin™) and dual detection, Evaporative Light
Scattering Detector (ELSD) (Varian 380-LC (Unit8thtes, CA, San Diego) and UV at 280 nm
(Dionex (United States, CA, Sunnyvale). Compoundsawdentified and quantified with reference to
standards.

1.3.6 Chemicals compounds

The standard compounds for the calibration of #sdual fatty acid quantification in the
supernatants were ordered from Sigma-Aldrich (cheid 99%; linoleic acid 99%; stearic acid 98.5%)
and Supelco (palmitic acid).
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The PHA monomer standard compounds (3-hydroxyhegaamd 98%; 3-hydroxyoctanoic
acid 98%; 3-hydroxydecanoic acid 98%,; 3-hydroxydaamic acid 98%; 3-hydroxytetradecanoic acid
98%) were provided by Larodan Fine Chemicals ABmth@amnsgardens allé 9 SE21616 Malmo,
Sweden).

1.3.7 Metabolic flux calculation

1.3.7.1. Metabolic pathways

The metabolic model descriptor used in this studg wescribed previously (E Grousseau et
al., 2013).

1.3.7.2. Metabolic descriptor structure

Metabolic pathways were obtained from a bibliogietudy and available databases such as
KEGGS or BIOCYC. It is currently accepted that thetabolic routes from basic precursors to small
molecules are common to a wide variety of organidvisere specific data were not available For
putida(van Duuren et al., 2013), composition dat&apriavidus necatoDSM 545 (Grousseau et al.
2013) were used instead.

The metabolic descriptor was composed of two eqoaystems:

(1) The first is an anabolic network (61 reactions: &xm A) leading to the synthesis of different
macromolecular components of biomass from 28 iethalar intermediate metabolites. This
network was used to calculate the global molarcktometry for the production of 1 g of
biomass, assuming the biomass formulaH(G/Og4Noo1, 3.25% ash, M. = 25.28
Ox.a-Cmole’) and the mass fraction of macromolecular companeas follows: proteins
46.87%, RNA 11.08%, DNA 1.97%, phospholipids 6.51%0lysaccharides 3.27%,
triglycerides 1.41%, peptidoglycan 24.49%, LPS 202@ater 2.17%, ash 3.25%.

(2) The second is a catabolic network (Annexe B) widelscribes the use of fatty acid as a
carbon source (catabolism through the beta-oxidatiathway), the synthesis of medium-
chain-length R-3-hydroxyalkanoic acid monomers atier specificities oP. putidaKT2440
metabolism and macromolecular composition (Blaokjdis, Ebert, Bihler, & Schmid, 2008;
Chavarria et al., 2012; Escapa et al., 2012; Lafolwemanceau, 1998; Schulz, 1991) (45
reactions, 42 intermediate metabolites).

Catabolism of fatty acidratty acid in un-ionized form penetrates into tedls and is activated
by an acyl-CoA synthase(rAnnexe B). It is then either decomposed to ae€bA by a -
ketothiolase to produce biomass, energy and coifmetia the central metabolism or it is incorpodate
into MCL-PHA (r, and &).

Central metabolic pathwayshe acetyl-CoA is then directed towards either titicarboxylic
acid cycle (TCA, ¢ to r3) or towards the glyoxylate shunt (GX$; 1o rg). There are two paths for
bioconversion of C4 to C3 to feed gluconeogenefilsithe malic enzyme (EM, 14) which
decarboxylates malate to pyruvate, (ii) the PERogpho-enol-pyruvate) carboxykinase (PCIK) r
which catalyzes the decarboxylation of oxaloaceitatte PEP. The glycolysis pathway is incomplete
in P. putida because the key enzyme fructose-1,6-bisphophgf@B®) is lacking (Latour &
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Lemanceau, 1998). However, the Entner-Doudoroffiway (ED, gs and pg) overcomes this lack of
catabolic route.

Biosynthesis of MCL-PHA from R-3-hydroxyacyl-Cti#e reaction is performed by a PHA
synthase which polymerizes monomers (Haywwod, 1988desh et al.,, 2000) s(r The
transhydrogenase activity involves the transforomatof one mole of NADH into one mole of
NADPH consuming one mole of ATP as energy sourcerdler to satisfy the anabolic requirements
(Blank et al. 2008; Chavarria et al. 2012))(r

1.3.7.3. Modeling - resolution

The system resolution was described by Grousseal 2013. The theoretical values of the
descriptor were confronted to experimental resuiltsved as valid by checking elementary balances
close to 96%.

I. 4 Results and discussion

I. 4.1 Theoretical approach

As Grousseau et al. 2013 described, an anabolian@mquivalent to maximuif?£% ... i.e.
22.62 Qeat .moleyrp™, thanks to the biomass composition assuming no gdiling, was used in this
work.

The maximal PHA production yield on fatty acidghmiut growth is calculated and is equal to
0.58 Cmole.Cmolé This theoretical value is higher than those regabby Eggink, 1996 i.e. about
0.52 Cmole.Cmolé due to the difference in the fatty acid composigmd the PHA monomer profile.
Indeed, according to Figure 1, the beta-oxidatiathway does not consume energy to produce the 3-
hydroxyalkanoic acid precursors unlike the fattidaavhere transportation through the cell membrane
is energy consuming. Taking into account the reatioth of reduced coenzymes, including acetyl-
CoA catabolism, the theoretical value of the respny quotient is 0.67. Acetyl-CoA, NADH and

FADH, production fluxes from the beta-oxidation pathwaye respectively nameufc_e‘z’;wo 4

®h orand @5 5%, . The acetyl-CoA flux @427, ) corresponds to 42% of the total carbon flux

(see Figure 25) which is then lost as carbon dmtidough the tricarboxylic cycle producing reduced
cofactors. The reduced cofactor generation yididsugh PHA production are 0.99 mole of NADH
and 0.73 mole of FADKper mole of acetyl-CoA. The difference betweers¢hivo yields is linked to
the hydration of the fatty acid double bonds withproducing FADH during a beta-oxidation cycle
(Schulz, 1991).
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Figure 25: Metabolic fluxes distribution in MCL-PHA production: conditions to maximize the production yield

The objective of the second step of the theoretdroach is to determine the maximum
growth yieldY{’}%%, when no PHA has been synthesized from fatty aéidstyl-CoA synthesized is
used as a carbon source for growth and for thenergdon of reduced cofactors (NADH, FARH
The FADH released is transformed into ATP while the NADHused for NADPH generation
(essential for growth) and/or turned into ATP. hiistcase, the cofactor generation yield is 0.83emol
per mole of acetyl-CA for each reduced cofactor.réach maximal growth yield, the descriptor is
solved by minimizing fatty acid consumption. Songswanptions are made concerning NADPH
generation flux distribution. The neoglucogenesithpay is minimized. According to our NADPH
generation flux distribution hypothesis, the maximeowth yield is 0.716 Cmole.Cmdlewhile an
energy yield for growth of 10.91xg.molevs " is calculated (pentose phosphate pathway 20.3%;
tricarboxylic acid cycle 16.1%; malic enzyme 30.8%d transhydrogenase 32.7%). The results of the
simulation are presented in Figure 26. The NADPétpced by the pentose phosphate pathway and
the tricarboxylic acid cycle correspond to the minim carbon flux for anabolism. This gap between
the maximalYf£% .. and the energy yield for growth could be explain®d Westerhoff's
assumption. Applying the principles of non-equiliion thermodynamics to the study of bacterial
growth, Westerhoff et al. in 1982 suggested thatrgnyields for growth could be around 50% less
than their theoretical maximal value and that atisimoand catabolism are not totally coupled.

Document confidentiel 90



Résultats - Partie A: Optimisation de la répartition du carbone et'éeergie lors du couplage de la
croissance et de la production de PHA moyenne et@prartir d’acides gras chBz putidaKT2440

Glucose 700
1043 L -
jem e GEP ——» 6PG —» PSP

261 -13044_ 0

= FEP Erythrose-4.P
488 -1568),

F16diP
1568, 294 Sedoheptulose-7-P

LT T P33P %
< =33 -31?% 224 1.000 g

224

Biomasse

L mmgmmmg-m=--cag-—a
. . ~
S P

Biom:

.
o S

,.-—-————————————;--)
P
e e

-

0 Qr 0.400
YC/C 0.716 Cmole.Cmole-1
YATP/Xcat 10.91 gXcat.moleATP-1

Figure 26: Metabolic flux distribution to maximize the growth yield (fluxes in umol. chat'l.h_l)

I. 4.2 Experimental results

14.2.1. Fed-Batch culture of P. putida grown on fatty acids as sole carbon source

To avoid rheological and oxygen transfer problenmkeld to high residual fatty acid
concentration in the broth because of the low satessolubility in aqueous solution¥40° mol.kg?,
Khuwijitjaru, 2004), culture was carried out unaarbon-limiting conditions so the fatty acids were
consumed as soon as they were brought into theumedihe fatty acids feed could be controlled by
an exponential or linear profile according to tih@dpical demand.

As described earlier, two phases were performeihgltine culture (Figure 27):

(A) was the growth phase controlled by carbon suppthout any other nutritional limitation;
twenty hours after the beginning of culture, thd&iah nitrogen from the mineral medium was
exhausted and allowed the production of 4.2 Cal® n xcar= 0.21 £+ 0.02 mole.Cmof@.

(B) was the production phase coupled to a resiguaith monitored by a limited nitrogen
supply. At the end of the culture period, the fitatal biomass and PHA concentrations reached
respectively 125.6,gL™ and 67.7 ga.L™. The final PHA content was 54.4 % (4)g The results
reported here are the highest (Tableau 17) initdaature in terms of product accumulation using th
same strain and substrate (Lee et al., 2000 andrKals et al., 2000).
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Figure 27: Time course of fed-Batch culture of P. putida KT2440 with fatty acids as carbon source at 30°C, pH 6.8
Tableau 17: Comparison of PHA production with P. putida KT2440 from fatty acid in fed-Batch culture
Reference This work Lee et al. (2000) Kellerhals et al. (2000)
Carbon source Oleic acid (80%) Oleic acid Oleic acid (90%)
Limitation N P N
DCW (gL 125.6 141 89.9
PHA (gona.L™) 67.7 72.6 18
%PHA (g.9") 54.4 51.4 20

14.2.2. Kinetics and yields

The specific growth rate was, as expected, equ@l2® h' during the first fed-batch culture
phase. The experimental specific residual growtisrare detailed in Tableau 18. Specific production
rates were estimated considering a pseudo-steattyatteach production step. These values should be
close to the optimal values because a slight exafefssty acids was still detected in the medium.

Tableau 18: Kinetics parameters during the different steps of the Fed-Batch culture
Growth ti=20.2h ti=33.4h ti =49.7 h ti=67.1h

ugrowth uprodl uprodz uprodS uprod4
Hexp (M) 0.2 0.040 0.027 0.019 0.008
gera (Cmole.Cmolé.hY) nr 0.039 0.030 0.027 0.017
bl Mexp nr 0.975 1.111 1.421 2.125
%PHA (9.9%) nr 37.3 47.8 52.2 54.4
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The lower the specific growth rate, the lower tpecfic production rate, but the higher the
PHA accumulation for specific growth rates lowearit0.04 H. This correlation between the specific
growth rate and specific PHA production rate hasnbestablished by Aragao et al. 1996 and
Grousseau et al. 2014 &upriavidus necatoDSM 545. When the specific growth rate was below
one tenth of the maximal anabolic potential (n 8501%), the specific production rate increased
and when the specific growth rate was higher th@s B, gp 4, decreased.

During the growth phase (A), the experimental salbstconversion yield into catalytic

biomass wag;y5,. 0.66 Cmole.Cmolé which corresponds to 92.1 % of the maximal groyitid

Y{nax described in 1.4.1The energy yield for growtHyrp xcq; reached 10.47xgy.molexrs (96% of

the maximal energy yield). This difference coule éxplained by futile cycles, protein and nucleic
acid turn-over, and by useful maintenance (e.g.transport, cell homeostasis). In this case, the
NADPH demand was mainly satisfied by the transhgenase activity (69% of the total NADPH
demand) while the malic enzyme and the tricarbaxgcid cycle were less stressed than in the
theoretical approach (respectively 5.5% and 1.85%h® total NADPH demand). An experimental
Respiratory Quotient (RQ) of 0.45 was obtaineddoocadance with the decrease of the growth yield
compared to the maximal value.

During the production phase (B) the experimentdisgate conversion yield into PHA
reached/,h, 0.43 Cmole.Cmolé The experimental Respiratory Quotient valueseiased from

0.56 to 0.64 with the carbon redistribution towatigs polyhydroxyalkanoates. This is characterized
by the ratiogpy 4 /1 (see Tableau 18).

Surprisingly, the experimental overall carbon gtdbiomass) yield during phase (B) was
Yse)’;f 0.7 Cmole.Cmol&; this value was higher than the experimental gnoyi¢ld mentioned before

and maximal PHA production yield described in l.4tlsuggests some carbon and/or energy released
by polymer production would be recovered to satikfyanabolic demand.

From the experimental data of phase (B), effectjx@vth yieIdY§§cat defined as catalytic

biomass synthesis from fatty acids, via the ac&ty released by PHA production when growth and
production occurs simultaneously could be deterthifidie aim of this calculation (equation 44) was
to highlight if there was any variation comparedte experimental growth yield presented before.
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Figure 28: Effective growth yield determination on the only production phase (B) from the catalytic biomass quantity
variation (Cmole) versus substrate minus carbon used as PHA quantity variation (Cmole)

t _ yeff t Jf (@praXcar V)t .
ftl(u.Xcat.V).dt = Yo xcat: ftl(QS-Xcat-V)dt T Equation 44

YspHA

From equation 45, an effective growth yield of 0@®@ole.Cmolé is obtained Figure 28. The
curve is considered linear, suggesting the yielthdependent of the specific growth rate. It is 52%
higher than the experimental growth yield. Thisutesonfirms that at least part of the carbon and
energy released by polymer production is recovdpednsure residual growth. To quantify the
recovered part (carbon and/or energy) in our dasegarbon and energy distribution for growth lwas t
be analyzed.

14.2.3. Carbon and energy distribution analysis

The resolution of the anabolism descriptor takintp iaccount metabolites released by the
production of polyhydroxyalkanoates (acetyl-CoA additional carbon substrate and reduced
coenzymes NADH and FAD#land fatty acids is carried out with some conatgiFirstly the energy
yield for growthY,rp x4 has to be equal to 10.4%.gmoleyrs " to be in the same conditions as the
experimental growth conditions presented beforeofdly, the acetyl-CoA flux is minimized. The
metabolic descriptor estimates the quantities oftyhe€CoA, fatty acids and reduced cofactors
consumed (respectivelYisiint o Yiativacias: Yianrs Yianne) to synthesize 1 g, targeting
different effective growth yield values from 0.716 5 Cmole.Cmolé. The generation of NADPH
could occurred through different pathways but ttamshydrogenase activity was maximized in this
work in accordance with the results obtained ingkgerimental conditions.
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The variations onejet,fj’,’;CoAandYFejﬁ';‘Acids versus the effective growth yield were calculated

with the metabolic descriptor. From the calculasicthe acetyl-CoA and fatty acid consumption yields
for growth estimated by the descriptor could beregped as a function of the effective growth yield:

i Y.
estim _ ymax sXcat : max _ 1 . .
YAcetleoA = YAcetleoA' 1- eff ) with YAcetleoA = 32384 umOIe'ﬁat Equation 45

S Xcat

Yitetyicoa iS the acetyl-CoA consumption yield for growth whall the acetyl-CoA from the PHA
production is recovered for anabolism leading teffective growth yield tending to infinity.

estim 22094 -1 - .
Yrattyacias = e (umole.ga) Equation 46
S Xcat

A direct relation between the total growth yi€l{ x.,.) from both acetyl-CoA and fatty acids
and the effective growth yield was established:

1
— 0.17255
1.635392 —Yeff
S Xcat

The total growth yield from both acetyl-CoA andtyatcids decreased while the effective

Ye xcar = (Cmole.Cmolé) Equation 47

growth vyield increased. The higkﬁ@?)’;’:at the higherYfCSfft"J’,’;COA and the lowet; y.q¢. TO reach a

Yse,)’;’:at of 0.99 Cmole.Cmol§ the consumption yield for growth of acetyl-CoAemsed by PHA
production corresponds to 30% of the total acetyA@onsumption yield for growth (Tableau 19).

Concerning the reduced cofactor§sm was higher tha¥gém whatever the effective
growth yield. AtYSf,f(fat of 0.99 Cmole.Cmolg it was more than three-fold higher (See Figurk 29
The part of NADPHyeneratedby the malic enzyme pathway decreased while thecefe growth
yield increased in order to minimize acetyl-CoA saemption. The quantities of FARHnd NADH
consumed released by polymer biosynthesis repexsarspectively 4.4% and 10.8% of the total
demand for these cofactors to satisfy the anali@nand at the experimental effective growth yield
(Tableau 19).

The improvement of the effective growth yield, whgrowth and production occurred
simultaneously, was mainly due to the use of caffioom acetyl-CoA with low involvement of the
energy stock, represented by reduced cofactors.
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Figure 29: Estimated acetyl-CoA and reduced cofactor consumption yields for growth necessary to reach effective growth

yields

Tableau 19: Anabolic demand of carbon and reduced cofactors at the experimental growth yield and effective growth yield

(Cmole.Cmole?)

Yisttyacias (HMole.Gear )

Equivalent acetyl-CoA (umoleg™")
Viseticoa (HMOle.Gea )

ﬁcoetg;lcm (Hmole.gea)

% of acetyl-CoA from PHA production

Yt (umole. geai )
ytotal
Yyapn (Hmole.gear )

% of NADH from PHA production
YibHs (Kmole.gex )

tglg(ﬁz (Um0|e gcat )
% of FADH, from PHA production
Dissipated ATP yield (umolexgy”)

Y Xear = 0.66 Y:‘focat_ 0.99
3368 2231
30147 19976

0 8631
30147 28607
0% 30%

0 4596

46555 42362
0% 10.8 %
0 1269

33270 28431
0% 4.4 %

44786 44818
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As mentioned above, the reduced cofactors theateyields are respectively 0.73 mole of

FADH, and 0.99 mole of NADH per mole of acetyl-CoA reled by PHA production. Therefore, in

our experimental conditions’ )’Zat = 0.99 Cmole.Cmol8, the yields of FADH and NADH per

mole of acetyl-CoA were 0.15 and 0.53 mole.rfolespectively. This means that though PHA
production could provide more reduced cofactorsy titvould not be useful to reach the effective
growth yield of 0.99 Cmole.Cmdfe Indeed some authors have suggested the existéradutile
energy-consuming cycle between polymer synthesis degradation (De Eugenio et al., 2010 and
Escapa et al., 2012). This cycle would consumenaole of ATP per cycle.

FADH, can only be converted into ATP thanks to the raspiy chain of cells (1 mole of

ATP per mole of FADH) although NADH can be transformed into ATP andiokDPH. The
comparison of the ratio of the NADfLx on the total NADPHlemand flux, and on the NADHix
generated only by the transhydrogenase activityddoe helpful to investigate the fate of the redlice
cofactor. The NADHIlux did not satisfy the total NADPIdemand flux (45% of the total demand) and
represented only 71% of the total transhydrogeaasigity at an effective growth yield close to 1
Cmole.Cmolé. Even though the fate of NADH from PHA producticannot currently be defined, the
proportion of each estimated flux (acetyl-CoA, NABRD FADH) recovered can be determined from
experimental data.

14.2.4. Experimental carbon and energy use

The fluxes of the experimental substrate, the prhdearbon dioxide and oxygen (data not
shown) and kinetics values (presented in Tableaunit@lighted the distribution of the carbon and of
the reduced cofactors during each production ptieseks to the descriptor. The specific growth rate
enabled the experimental anabolic demand (carbdncafactors needs) to be quantified while the
specific production rate determined the fluxes aséel and consequently potentially available to
satisfy this anabolic demand. Assuming that all ATé> produced during the experimental growth
phase was used for the catalytic biomass biosyisthéne dissipated ATP fluxes designated by the
descriptor for these simulations correspond toc#iemaintenance energy flux (noteyl. The values
for the experimental recovery of the acetyl-CoA, DiA and FADH estimated from the simulations
are given in Tableau 20.

The experimental fluxes released by the PHA prddoctvere higher than the fluxes
necessary to satisfy anabolic demand and parteoptiol of carbon and reduced cofactors available
was recovered. The higher the kinetics valueshtbker the proportion of both carbon and NADH
recovered and the lower cell maintenance. Only mompart of the available pool of carbon and
reduced cofactors is valorized. This means thatesandefined energy-consuming phenomenon is
occurring. The higher the ratigg/Hexp the higher the cell maintenance energy (Tablegu 2o,
there seems to be a correlation between PHA bibegigt and storage, and the cell maintenance
energy. This suggests that cells need some eneigprie polyhydroxyalkanoates inside granules or to
maintain the granules intracellularly.
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Tableau 20: Experimental carbon and cofactor distribution when growth and production occurs simultaneously

gpya (Cmole.Cmold.hh) 0.039 0.030 0.027 0.017
Qeoyicon (HMOIE.Geai H7) 574.6 737.1 483.4 378.0
qroby (Lmole.gea-hY) 568.8 729.7 478.5 374.2
Araprz (HMOlE. Geac 1) 419.4 538.1 352.9 275.9
Horoa (M) 0.040 0.027 0.019 0.008
qjﬁgtcjl/elrcrﬂld (umole.gca{l-h'l) 139.4 94.1 66.2 27.9
q;’;%‘ilemand (Lmole.gea .Y 221.4 149.5 105.2 44.3
%qb;’zztylcm recovered 24.3% 13.1% 13.7% 7.4%
% pyapy recovered 38.9% 21.0% 22.0% 11.8%
Yirp.xcat (OxcarMOIE") 9.08 6.05 4.36 1.81
Opral Hexp 0.975 1.111 1.421 2.125
m (umole.Gear ™) 2438.6 3136.8 3457.5 4028.7

Thanks to these results, the overall carbon yielti@whole experiment could still be slightly
improved if growth and PHA production occur simakausly from the beginning of the culture. In
contrast, if growth first occurs alone and is tHellowed by polymer production with no further
growth, the overall carbon yield would be lowert¢been 0.58 and 0.66 Cmole.CmidjeSo, even
though the recovered proportion of carbon and redwofactors were small, the coupling of growth
and medium chain length PHA production from fattida improved.

I. 5 Conclusion

A modeling approach validated by experimental da¢scribes carbon and energy flux
distribution in the straifP. putidaKT2440 when growth and PHA production occur simgtously
from fatty acids. Under these conditions, part e tarbon and reduced cofactors released by the
polymer production are recovered to satisfy thebali@ demand imposed by the residual specific
growth rate. This phenomenon induces optimizatibnanbon and energy fluxes to reach an overall
experimental carbon yield of 0.7 Cmole.Cmbiehich is the highest value in the literature. Thisrk
highlights the relevance of fed-batch culture coupbrowth and PHA production when substrates are
catabolized through beta-oxidation compared to Hui@ where growth and production occur
separately.
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II. Syntheése des résultats

» Cette étude a permis I'analyse staechiométriqua dalture deéP. putidaKT2440, sur substrat
acide gras, en culture Fed-batch avec une aliment#itante en azote.

» L’analyse cinétique sur les 4 phases de productidas taux de croissance résiduels compris
entre 0.01 et 0.04 hsemble supposer d’une corrélation entre la vitegsécifiqgue de
production de PHA et le taux de croissance.

> Un rendement carbone global de 0.7 Cmole.Cihpéait &tre atteint lorsque la croissance et
la production de PHA ont lieu simultanément a pali substrats acides gras.

» L’amélioration du rendement carbone global est ale réutilisation d’'une partie du carbone
et de I'énergie libérée par la production de PHAurpsatisfaire la demande anabolique
résiduelle.

» La part du carbone et de I'énergie, provenant dertaduction des PHA, utilisée pour
'anabolisme ne représente qu’'une faible part dibarze et de I'énergie libérée pourtant
disponible.

» Cette part réutilisée est dépendante du degrérdation en azote et donc des cinétiques de
production et de croissance résiduelle (varie ded724.3% pour le carbone, de 11.8 & 38.9%
pour I'énergie lorsque p passe de 0.017 et 0.039 h

> Plus le rapport gha/ Hexpaugmente, plus I'énergie dissipée est grande (e dar 2439 a 4029

pmole.ge htlorsque p passe de 0.039 et 0.01y. ha production de PHA engendre donc
une augmentation du besoin en énergie.

» La conduite de culture en mode Fed-batch en couplaissance et production est donc la
meilleure stratégie si I'on veut optimiser les remgnts carbone et énergétique.
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B- Etudes des potentialités de production de PHA par
P. putida KT2440 a partir de glycérol et/ou d’acides

gras

Introduction

On a vu lors de l'analyse de la culture en modelf&dh sur acides gras a 30°C, présentée
dans la partie A des résultats, qu’'il semble exist® corrélation entre la vitesse spécifique malem
de production de PHAgg}Y) et de croissancai) d’'apres les 4 couples de valeurs expérimentales
déterminées. Cette tendance s'inclue-t-elle dares aomrélation plus générale entrgsy etu? En
effet, I'existence d'une telle corrélation a déjé& énentionnée dans des travaux développés
précédemment au laboratoire sur la production d& PR condition de limitation nutritionnelle. En
1998, P. Gaudin a, lors de ces travaux de doctétabli une relation entre la vitesse relative de

respiration (RRR), directement fonction du tauxcdsssance relatil“(/umax), et la vitesse spécifique
maximale de production de PHA ch&alstonia eutrophaa partir de glucose en condition de
limitation d’oxygene (Figure 30).
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Figure 30 : Variation de la vitesse spécifique de production de PHA en fonction du niveau de limitation en oxygéne chez

R.eutropha avec le glucose comme substrat (Gaudin, 1998)

Plus récemment, E. Grousseau (2012) a déterminéarndation similaire pour la production
de PHA courtes chaines a partir d’acides gras ilol&tls que l'acide butyrique, acétique et
propionique en condition de limitation phosphorig(ife 31).
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Figure 31 : Vitesse spécifique de production maximale de PHA en fonction du taux de croissance a partir d’acides gras
volatils (Grousseau, 2012)

On constate, a partir des Figure 30 etFigireue les vitesses spécifiques de production de
PHA sont maximales lorsque le degré de limitatiorre&spond au vingtieme du potentiel anabolique
maximal, c’'est-a-dire, lorsque le rappB/hmax avoisine 0.2 (RRR pour Gaudin 1998, 0.06sur
umax = 0.3 i pour Grousseau 2012). Ce résultat semble indépededa source carbonée.

La détermination de cette corrélation est un étérok® pour le développement d’un procédé
de production de composés intracellulaires tels l@gepolyhydroxyalcanoates car elle permet de
mettre en lumiére des points de fonctionnementss&iees a I'optimisation du procédé en fonction
des objectifs préalablement fixés (vitesse spaefide production, accumulation, ...).

On sait que les vitesses spécifiques de produ@tode croissance sont liées a la vitesse
spécifique d’accumulation du substrat) par la souche selon I'équation 48 suivante :

q .
QS(t) = % + 5;’;4 + m Equation 48

Yxcars  YPHAS

Ainsi, pour atteindre une valeur de vitesse sppef maximale de production de PHA
(qpH%), 1l faut quegs soit non limitant. Le taux de croissancest contrélé par le degré de limitation

en azote impose lors des cultures.

Ce chapitre va permettre, via des analyses cingtigt stoechiométriques, d’évaluer les points
de fonctionnement optimum nécessaire a la conaeption procédé de production de PHA robuste
avec la souchP. putidaKT2440 a partir des différents substrats simplésgnts dans la composition
des huiles végétales et graisses animales (glye#ml acides gras).
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I- Conditions opératoires en culture discontinu de type décélérostat et

analyses cinétiques

1.1 Description de la stratégie

La stratégie de la culture choisie a pour butgdnination de la vitesse spécifigue maximale
de production de PHA pour différents taux de cienisg, contrlés par un apport limitant d'azote. Le
mode de culture idéal pour ce genre d'étude restmdde chémostat qui présente l'avantage de
s’affranchir de I'historique de la cellule et dermpettre de stabiliser le micro-organisme dans un
métabolisme défini. Toutefois, I'accumulation de A2Hécessite le maintien d’un taux de division
cellulaire faible, de ce fait, le mode de culturentinu engendrerait des temps de stabilisation
excessivement long avant que le renouvellementulagk ne soit effectif. Par conséquent, une
stratégie de culture en mode Fed-batch a été diomerée afin d’estimer le plus justement possible la
corrélationgpyz = f(w).

Les cultures ont été réalisées en deux phasesafesi:

» Une phase de croissance non limitée en azote &iteithdre une concentration en biomasse
catalytique de I'ordre de 3 g'La laquelle correspond la carence du milieu mini@itial en
élément azote, dont la composition est présentés dm Matériels & Méthodes. C’est
I'évolution exponentielle du débit d’alimentation substrat carboné qui va imposer le taux de
croissance durant cette phase.

» Une phase de production de PHA avec un apportdimhiti’azote qui permet d’obtenir une
variation linéaire décroissante du taux de croissaésiduelle entre 0.15 et 0.01 h’apport
de carbone, durant cette phase, devra permettsatidaire a la fois la demande anabolique
imposée par le flux d’azote apporté et le potemtiakimal de production de bio-polymeres de
la souche. En fin de culture, un plateau a p cohsist maintenu.

Dans le but de faciliter la mise en ceuvre de caiture, une stratégie basée sur le calcul
prédisant les flux d’alimentations en azote et arbane, nécessaire a la croissance et la production

sz 7

maximale de PHA, a chaque instant de la cultué¢ &laborée.

Le but est, donc, d'établir une variation linéaiiécroissante du taux de croissap§§° au
cours de la phase de production (équation 50).

theo _ (in—Hinit) 4

= Wini Equation 49
“(t) Hinit tfin

Pour cela, il est nécessaire de prendre en corfgteldtion théorique du flux d’alimentation en
solution azotéedé?{)) au cours du temps.

. <“-fin_“-init

N _ yinit ysinit _éN Hrin—Hinit A
Oty = Xeat V™ (T-f + Hinit)-exp fin

t+ lJ-init) |
Equation 50
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Avec, Xt :|a concentration de biomasse catalytique au débia phase de production (g)L
Vit - e volume réactionnel au début de la phase daéygtion (L)
ey : le coefficient de conversion de I'azote en bioseasatalytique (mole.Cmote
MMy, : la masse molaire de la biomasse catalytique (gl€h
Hinit €tHsin © lES taux de croissance initiaux et finaux VigEY

trin - la durée de la phase de production (h)

Ce calcul prend en compte de I'évolution théoriqie la concentration en biomasse
catalytique K£"¢°) au cours de la culture avec comme contraintességs, une concentration initiale
en cellules de 3 g:t(concentration obtenue en fin de phase de craigyat une concentration finale
en biomasse totale a atteindre (ici nous avonsscHsiviser une valeur de 120 g.pour s’assurer de
ne pas étre limité par le transfert d’'oxygene darsoréacteur).

L’évolution théorique du flux d’alimentation enlstion azotée @{‘{)) au cours du temps

prend en compte I'évolution du facteur de multiglion théorique de la biomasse catalytin@()
définit par I'équation 52.

- déce 000 p e
Fin = [(décc.t + ). exp® Tz 7m0 dr avecdéce = HHm £ouation 51

fin

Soit :
décc 205
: (-2.décc) ini
F)?cgt = exp( 2 - Hnit

2
Winit
-t2+p~init-tfin) no's-uinit _) < :
erf(—. in — T Equation 52
I 2 fin (—2.décc)°-5) 9

—_— ( .décc
+ (—z.décc)O-S'exp :

La durée de decelération notgg, est fortement déependante du facteur de multipboagit du
taux de croissance initial que I'on désire appligetepar conséquent de la concentration en biomasse
totale au début de la phase de production.

L’allure de la courb@?" t"¢® = £(t) (Figure 32) obtenue, permettant le pilotage deulture
durant la phase de production, étant difficilemapplicables par des consignes de pompes, la
linéarisation du profil du flux d’alimentation thégue en azote déterminé permet de faciliter la
conduite de la culture. La Figure 32 présente égahe I'évolution du flux d’alimentation en azote
consignéed™ @pplied) g cours de la phase de production.
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Figure 32: Evolutions de ®" the° (pointillés gris) et de ®N @PPlied (jigne continue noire) au cours de la phase de
production de cultures en mode Fed-Batch

A partir de I'évolution du flux d’alimentation eazote (VN 2PPlied) 3 appliquer au cours de la
phase de production il est possible d’estimer l'étton du taux de croissance en fonction du temps

u‘(lgp”ed (Equation 54).

N applied i
. ') _,,applied MM .
f(igplled - X(t)_ exp Me-ay t X Equation 53
cat (t—dt) EN
' o _ - i . lied
La Figure 33 détaille I'évolution de° et depgf”"** résultant des consignes @i, PP,

pplied

On observe que I'évolution df%) n'est pas tout a fait linéaire mais son allure appe tout de

méme la droite décroissante visée.
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Figure 33 : Evolutions de ufg‘"’ (pointillés gris) et de u?t';p”ed (ligne continue noire) au cours de la phase de production de

cultures en mode Fed-Batch

Le flux d'alimentation en substrat carbonré(sg)) doit satisfaire a la fois la demande anabolique
(HGEP1e?) et le potentiel maximal de production de PHAY) & chaque instant de la phase de

production (Equation 55).
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applied
oS = Mo Ka®VO.  ahfXea®.V© —
® — ytheo ytheo Equation 54
XcatS PHA,S

Toutefois, I'équation 55 nécessite, pour sa résmiula connaissance des valeurgyfig) de
la souche pour chacun des taux de croissance wakrss étant précisément ce que nous cherchons
a déterminer par cette étude, la corrélag@li} = f (1) provenant des travaux de théses d'E.
Grousseau (2012) s@upriavidus necatopour la production de PHA a partir d'acide grafatits a
été utilisée afin de nous aider a déterminer Iélpte départ de I'alimentation en carbone. Pasuie,
les débits consignés sont ajustés en fonction éesnses apportés par les différents indicateurs de
suivi de culture présentés ci-aprés. Un léger edegsubstrats.; <2-3 g.L") est maintenu dans le
milieu réactionnel afin de s’assurer I'atteinte ldevitesse spécifique maximale d’assimilation du
substrag'®*, & chaque instant, et par extension la vitessefgpé maximale de production de PHA
qry si seuls les phénomeénes biologiques sont prisepie.

Indicateurs permettant d’ajuster la conduite :

= Une remontée de la valeur depl@,, sans action de l'agitation, de I'aération ou @edgulation
de pression dans le réacteur, indique une limitatigtritionnelle dans le milieu

= La mesure des gaz de sorties et le calcul du cumffi respiratoire (QR) peuvent donner des
indications sur la répartition du carbone consoneme croissance et production de PHA (voir
Tableau 21).

Tableau 21 : Coefficient respiratoire en fonction du substrat consommé en phase de croissance et de production

QR Glycérol Acide gras
Phase de croissance 0.70-0.75 0.45-0.50
Phase de production 0.80-0.85 0.60-0.65

* Le calcul en ligne du rappo@, cymuis/Cajouts PErMet de connaitre approximativement le
rendement carbone de la culture. Ayant établi damsrtie A des résultats qu'un rendement de
carbone global de 0.7 Cmole.Cnibleeut étre atteint & partir d’acides gras lorsguerbissance
et la production sont couplés, cet indicateur dédloous donne une information immédiate sur la
tendance du substrat a s'accumul€l,tymuis/ Cajouts > 0.7 Cmole.Cmol® ou s'épuiser
( Caccumuie/ Cajouts < 0.7 Cmole.Cmoi® dans le milieu réactionnel lorsque les substrats
principaux sont des acides gras.

= Pour les cultures sur acide gras, lors de la ptiaggoduction en limitation azote, le suivi du pH
et du temps de marche des pompes d’'acide et derdr@seignent également sur I'accumulation
du substrat acide gras (la pompe de base tourng&)rda consommation du substrat excédentaire
(la pompe d’acide tourne).

= Le dosage hors ligne de la concentration en subsisduel permet, en cas d’excés ou de
limitation, d’ajuster le débit d'alimentation enbstrat (voir Il.1 du Matériels & Méthodes).
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1.2 Détermination de la corrélation entre la vitesse spécifique de
production de PHA et le taux de croissance a partir de glycérol

La culture, présentée dans cette partie, sera genhdans le reste de ce manuscrit.

1.2.1 Objectif de la culture B

En vue d'une utilisation de substrats bruts tele ¢gs graisses animales, il est important
d’étudier le catabolisme de tous les substratsoced simples présents dans leurs compositions. Ces
sources carbonées étant largement composées de,ndbnou triglycérides, le glycérol est une
molécule relativement présente. Par conséquente aeilture a pour objectif I'évaluation des
potentialités de croissance et de production de RHpartir de glycérol au travers de la voie de
biosynthese des acides gras (voir 111.2.2 de I'é&atart).

1.2.2 Conduite de la culture B

D’apreés la littérature, la soucke putidaKT2440 aurait des difficultés a initier sa croissa a
partir de glycérol seul, ce qui engendrerait unglee phase de latence. Pour réduire cette latence,
Escapa et al. 2013 et Miura et al. 2013 expliqugrit est utile d'ajouter un co-substrat carboné. C
dernier permettrait I'induction de l'activité de tycéraldéhyde-3-Phosphate déshydrogénase, qui
interverient dans le catabolisme du glycérol en vedmssant le glycérol-3-Phosphate en
DiHydroxyAcétone-Phosphate (DHAP).

La culture est donc lancée sur glycérol seul.uiei sle la vitesse de production de dioxyde de
carbone, des apports de liquides correcteurs dpepimettent I'évaluation du potentiel d’assimilation
du glycérol et de croissance. Ces indicateurs, dersa phase de croissance, sont présentés dans la
Figure 34.

rCO, (mole.h)

Base temps de marche (min) ;
Concentration résiduelle en Glycérol (g.L?)

Temps (h)

Figure 34 : Phase de croissance : suivi de I'évolution de la vitesse de production de CO, (courbe grise), du temps de
fonctionnement de la pompe affectée a la solution basique de correction du pH (courbe noire), et de la concentration
résiduel en glycérol (carrés vides)
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Cette phase a duré 14.5 heures. Le taux de anoissansigné par le débit d’alimentation en
glycérol est égal & 0.15'usqu’a carencer le milieu minérale en azote. &fwis, dans la zone notée
A, la vitesse de production de ¢@st de I'ordre de 0.01 mol€-het la pompe de base ne tourne pas,
ce qui signifie que le taux de croissance expérialasst tres faible. Pourtant, d’'apres PobleteiGas
et al., 2014, le taux de croissance maximal sucéghl est de 0.22h Comme relaté dans la
littérature, nous observons une phase de latenceglgcérol seul. On effectue alors des ajouts
successifs de glucose (1.5 g par pulse, indiquésdesa fleches noires sur la Figure 34) jusqu’'a
stabiliser une croissance calculé a partir.ge.

On observe, apres les deux premiers ajouts (perg)d que la vitesse de production de
dioxyde de carbong,,,augmente instanément attestant d'une augmentati¢auat de croissance. De
plus, la pompe d'alimentation en solution basicuare afin de neutraliser la consommation d'ions
ammonium du milieu réactionnel. Quelques minutegsafe second ajout, sur la période C, la pompe
de base s’arréte a nouveau et la vitesse de produds CQ diminue jusqu’a atteindre un plateau a
0.03 mole.H. Le taux de croissance a donc dimuner mais et test de méme supérieur au taux de
croissance de la phase A. Un nouvel ajout de gauesseffectué au début de la période D provoquant
les mémes effets que sur les périodes B puis Ccpaaif,,diminue jusqu'a 0.05 mole’h A noter
que, cette fois, la pompe de base ne s'arréte gugonctionner. Le taux de croissance ayant
augmenté, la vitesse de consommation de 'azotrilieu est devenue suffisament significative pour
gue la régulation basique du pH soit en marche a@aiére continue. Apres la période E montrant un
nouveau saut de la valeur de vitesse de produdéatioxyde de carbone du fait de I'ajout de glucose
Tco, atteint une valeur de 0.06 molé.iUn dernier pulse (phase G) permet d’atteindre\itesse de
production de C@durant la période H de 0.10 molé.h.a phase | décrit la carence azote du milieu
réactionnel puisque la pompe de base s’est aredtde glycérol commence a s’accumuler plus
fortement.

Méme si I'hypothese de l'activation de la glycéedlyde-3-Phosphate déshydrogénase par
I'ajout d’'un co-substrat ne peut étre confirméesil clair que l'initiation de la croissance suycgirol
seule est lente et I'utilisation du glucose a psrom gain de temps certain sur la durée totalende |
phase de croissance. Au vue des valeurg4lebtenue en fin de phase de croissance, le taux de

croissance expérimental maximé{ >, atteint est estimé a 0.07hLa stratégie présentée en 1.1 de la
partie B des résultats est donc redéfinie afin déayer une gamme de vitesses spécifiques
d’accroissement cellulaire (décroissance entre &@7"), pouvant étre obtenue sur glycérol.

La Figure 35 présente les évolutions du pH, degpsede marche des pompes de base et
d’acide et de la concentration en glycérol résiduwetours de la phase de production de PHA.
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Figure 35 : Evolution de la régulation pH (tirets noirs : base ; courbe noire : acide), du pH (gris clair) et de la concentration
résiduelle en glycérol (carrés vides) au cours de la phase de production de la culture B

L'objectif de la culture est de parvenir a atteenda vitesse spécifigue maximale de
production de PHA a chaque instant et donc pougudgt balayés. Le Iéger exces de glycérol
résiduels tout au long de la phase de productionver que I'apport de substrat carboné est suffisant
gue le potentiel de production ne sera pas sous&diiéanmoins, le suivi du pH et des alimentations
en solutions correctrices de pH au cours de cdttse laisse suspecter d’'une accumulation de co-
métabolites, probablement acides (pompe de baseetdout au long des périodes notées J, L et N).
En fin de culture, & partir de 65 heures, le ddbipompe de I'alimentation en glycérol est forteen
diminué afin de consommer I'ensemble du substrsiduél encore présent dans le milieu. Le pH
augmente alors et la pompe d’acide se met a toumdejuant la consommation d’un composé acide
comme source de carbone. Une seconde hausse duntpRiant & 72 heures avec la méme
conséquence sur la pompe dacide. Les composégsacidnsommeés lors de la phase O sont
probablement ceux produits durant 'ensemble gehkse de production. Le dosage de surnageants de
cette culture par chromatographie phase liquidercw H (cf. Matériels & Méthodes 11.1.2) confirme
cette accumulation de co-métabolites au fil deHaspe de production et leur consommation en fin de
culture. Poblete-Castro et al., 2014 évoque laipitiss d’'une production de citrate comme coproduit
issus d’'un « overflow » de carbone, tandis que Bexckt al. 2016 évoque une production de malate et
de succinate. Ce phénomene d’ « overflow » réduttam exces de carbone résiduel dans le milieu
minéral au moment de la bascule en phase de produgtdéja été prouvé sur d’autres souches,
comme Yarrowia lipolytica qui accumule des lipides. Il est donc important klen maitriser
I'alimentation en substrat pour gérer cette tramsitle phases.

1.2.3 Analyse des performances finales de la culture B

La Figure 36 montre I'évolution des concentratiensbiomasse catalytique et produit et du
pourcentage d’accumulation intracellulaire des RbtA de cette culture. Il est possible de détermine
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le pourcentage d’accumulation de PHA, a chaqueaimsten ramenant la quantité de PHA a la
biomasse totale par la formule suivante :

_ PHA®) _ _ PHA(Y
XPHA = % ) = PHA(D)+Xeae(D)

Equation 55

Ce pourcentage d’accumulation augmente réguliarenbeut au long de la phase de
production, jusqu’a atteindre 43% (4)g
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Figure 36 : Evolution des variables macroscopiques : concentration en biomasse catalytique (carrés gris), PHA (ronds
vides) et le pourcentage d’accumulation (triangles noires) au cours de la culture

Au terme de 76 heures de culture, 55'gde biomasse totale contenant 23.4'gde PHA,
soit 43% (g.g) d’accumulation ont été synthétisés. L'évolutiomsdendements expérimentaux de
carbone global ¥gy;), de production de PHAY{,? ) et le rendement énergétique de croissance
(Yarp.xcar), déterminé a l'aide du descripteur métabolique, sésumés dans le Tableau 22 ci-
dessous :

Tableau 22 : Récapitulatif des rendements carbones expérimentaux obtenus lors de la culture B et les rendements
énergétiques correspondant déterminés a I'aide du descripteur métabolique

Croissance Phase production 1 ~ Phase production 2
u (hh) 0.07 0.07-0.03 0.03-0
Yoy, (Cmole.Cmole') 0.50 0.36 0.31
Y aua (Cmole.Cmole’) 0.06 0.11 0.21
Y arp xcat (Oxcar-MOlatp™) 4.96 3.21 1.94

Document confidentiel 109



Résultats - Partie B: Etudes des potentialités de production de PHAPpautidaKT2440 a partir de
glycérol et/ou d’acides gras

Le rendement de croissance sur la phase de aroessst quelque peu biaisé car parmi le
carbone consommé, 0.25 Cmole proviennent du gluajmeé sous forme de pulses. Le rendement
expérimental de croissance est de 0.44 Cmole.CinSlens synthése de PHA, le rendement maximal
de croissance pouvant étre atteint a partir deéghy&("s¢; est de 0.60 Cmole.Cmdled’apres le
descripteur métabolique. L'ensemble des rendenwbienus a partir de glycérol est plus faible que
ceux obtenus sur acides gras (partie A des résultan effet, sur glycérol les voies métaboliques d
I'anabolisme et de production de PHA sont totalenttouplées. Les PHA sont synthétisés via la
voie de biosynthése des acides gras qui est épeegihComme le montre le Tableau 22, les
rendements énergétiques de croissaigeyx .4, obtenus lors de la culture B sont largement iatés
a celui obtenu sur acide gras qui était de 10.24./golxrs™. En effet, pour chaque ajout d’une
molécule d’acétyl-CoA, allongeant la chaine lagrdl monomeére de 2 carbones, deux moles de
NADPH sont consommeées. Cette demande en coenzytai pdur la synthese de PHA vient altérer
le rendement expérimental de carbone global oldte#swde la phase de croissance seule.

La composition monomérique du polymere final pibdst présentée dans le Tableau 23.

Tableau 23 : Composition monomérique des PHA finaux produits lors de la culture B

Nature du monomére 3-HHx 3-HO 3-HD 3-HDD 3-HTD
% (mole.molé€) 2.9 182  62.1 16.3 0.5

On peut noter que l'acide 3-hydroxydécanoique &8t majoritaire dans le profil
monomérique des PHA obtenu.

1.2.4 Analyse des cinétiques de la culture B

Un exces de glycérol étant constamment présers tammilieu, 'ensemble des vitesses
spécifiques obtenues lors de cette culture sonimadas a tout instant.

On observe, d'apres la Figure 37, que le tauxrdessance décroit de maniere globalement
linéaire suivant, ainsi, la consigne imposée pal€lgit d’alimentation en ammoniaque.
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Figure 37 : Evolutions des vitesses spécifiques de consommation du substrat (carrés noirs), de production de PHA (ronds
vides) et de croissance (carrés gris) au cours de la culture B

En dépit de cette évolution de , la vitesse $ipée de production de PHép, n'évolue
que trés peu (variation entre 0.02 et 0.03 Cmolel€hh™) au cours de la culture. On constate qu’'en
phase de croissance un taux de croissance expésirsapérieur & 0.15%a pu étre obtenu, mais cela
est dO a la présence du glucose avec le glycémimepsubstrat. Cette valeur n’est pas représentative
du potentiel anabolique de la souche sur glycérol.

La Figure 38 permet de mettre en lumiére une il entre la demande anabolique

caractérisée par le taux de croissance et lessegespécifiques de consommation du substrat et de
production de PHA.
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Figure 38 : Vitesses spécifiques de production de PHA (ronds vides) et de consommation du substrat (carrés noirs) en
fonction du taux d'accroissement de la biomasse catalytique (u) lors de la culture B
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On constate que la distribution du carbone inthalegre est tres différente lorsque le taux de

croissance résiduel est inférieur ou supérieuda B, Il existe une relation ente;iyceror €1qpma »

lorsque p est inférieur & 0.0%,hde la forme YGlycérol = JPHA 4 1. ’augmentation de 0 & 0.01*h

YspHa
du taux de croissance, dictée par la limitatior'agport d’azote, entraine une augmentation du flux
d’assimilation de carbone de 0.09 Cmole.Cmdié qui permet une augmentation de la vitesse
spécifique de production de PHA de 0.018 Cmole.@hbt.
Pour les taux de croissance augmentant de 0.007aH3, on voit qQueyGycéror QUGMENte de 0.1
Cmole.Cmolé.h?, tandis quegpy, diminue de 0.01 Cmole.Cmoléi™. L'accroissement du flux
d’assimilation du carbone ne profite pas a la petida de PHA ce qui expliqgue pourquoi les
rendements expérimentaux de production diminueifgigtivement avec 'augmentation du taux de
croissance jusqu’a 0.07*h

Les valeurs de vitesses spécifiques maximalesatiuption de PHA, obtenues ici a partir de
glycérol, sont tres inférieures a celles obtenugardir d’'acides gras dans la partie A des résultat
(Tableau 18). Il y a donc un paramétre limitantitasse spécifique de production des polyméres par
la voie de biosynthése des acides gras. On a évpgg&demment, la production de composés
organiques acides durant la culturééBa un « overflow » de carbone, on peut donc@mclure que
ce n'est pas la vitesse spécifique d'assimilatien sdibstrat qui limitegpy, . Par déduction, la
limitation de ces cinétiques de production providatla voie de biosynthése des acides gras elle-
méme et donc soit de I'acétyl-CoA carboxylase, doitcomplexe FAS.

On note que la vitesse spécifique de productioRIdA sur glycérol est maximale lorsque le
potentiel anaboliqug/umax est égal & 0.14:f,7 =0.07 K"). A l'inverse, pour des taux de croissance

supérieurs a cette valegpy, augmente avec le taux de croissance tandis quigetzse spécifique de
consommation du glycerql;y,c¢ro; diminue.

La Figure 39 schématise les différents flux caésoau sein de la cellule en condition de
production de PHA a partir de glycérol.
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Figure 39 : Schémas représentant la répartition du carbone dans la cellule a partir du glycérol en condition de production
de PHA (qras : la vitesse spécifique de biosynthése des acides gras directement liée aux activités enzymatiques de
I'acétyl-CoA carboxylase et du complexe FAS ; qpy, : la vitesse spécifique de production de PHA dépendante des activités
enzymatiques de la R-3-hydroxyacyl-(ACP-CoA) transférase et de la PHA synthase)

Le taux de croissance imposée par le flux d'alimion en azote au cours de la phase de
production, contréle la demande cellulaire en Bgidtructuraux et en glycérol a assimiler. yu étant,
dans ces conditions, inférieur au potentiel anghelimaximal, une réorganisation des flux carbonés
au sein de la cellule s’effectue.

Gréace au descripteur métabolique, il est possiblpréciser les demandes en acétyl-CoA et en
lipides membranaires de la cellule pour un tauxrdéssance donné. Les résultats de ces simulations
sont présentés dans le Tableau 24.

Tableau 24 : Estimations des flux d’acétyl-CoA et de lipides membranaires en fonction de u

H 9 Acétyl—coA Qiipides membranaires qprHa

ht Cmole.Cmole*.h* Cmole.Cmole’.h*  Cmole.Cmole.h*
0.07 0.0099 0.0123 0.027
0.01 0.0014 0.0018 0.035

D'aprés la Figure 39 et le Tableau 24, on constatentre p égal & 0.07 et 0.0Th
I'accroissement dgpy4 correspond a la diminution @@ipiges membranaires - ON peut donc avoir une
redistribution du carbone des lipides structurasxsves PHA sans qu'il n'y ait formellement un
accroissement dg-4s (cf. Figure 39).
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1.3 Détermination de la corrélation entre la vitesse spécifique de
production de PHA et le taux de croissance a partir de glycérol et
d’acides gras

La culture, présentée dans cette partie, sera @en@rdans le reste de ce manuscrit.
1.3.1 Objectif de la culture C

Aprés avoir étudié les potentialités de productenPHA a partir d’acides gras (partie A des
résultats) puis sur glycérol (1.2 de la partie Bs désultats), il est nécessaire de s'intéresser aux
potentiels de production de ces composés a partifyitérol et d'acides gras en co-substrats. Om a v
dans I'état de l'art de ce manuscrit, que les vorgtaboliques empruntées par ces deux types de
substrats simples pour la production de polymene ts6s différentes, voir méme opposées. En effet,
partir d'acides gras, les PHA sont synthétisésegéata voie de I8-oxydation. Le glycérol doit pour
sa part remonter la voie de biosynthése des agdes pour permettre la synthése de polymeres.
Comme il semble improbable que la souche dégragdeadeées gras (par [oxydation) d'un cote,
pour en synthétiser a partir de glycérol d'un guiteest important de s’assurer qu’'une co-
consommation des substrats est possible sans gqupression d’assimilation de I'un par l'autre n'es
lieu (Figure 40). Leurs apports respectifs respentdes proportions relatives de ces composés dans
les graisses de canards (0.15 Craple,/Cmoleige gay- Cette culture a, également, pour objectif
'analyse cinétique et stoechiométrique de cettelymtion en co-susbtrats afin d’évaluer si il existe
une meilleure utilisation du carbone grace a umeyie catabolique.

Acides gras Glycérol

J\ ATP J\
;F AMP+ 2Pi % ATP
ADP
FAD Acyl-CoA n Glycérol-3P
NADH,

k_ © Acétyl-CoA
R-3-hydroxyacyl-CoA NAD"

V— Acyl-ACPn
\ NADP*

3-cétoacyl-ACP

NADPH,
NADPH,
PHA 5\‘
NADP* R-3-hydroxyacyl-ACP

. R-3-hydroxyacyl-CoA
Biomasse
catalytique l

PHA

Figure 40 : Schéma des voies métaboliques de génération et d’utilisation de I'acétyl-CoA a partir des substrats glycérol
et/ou acides gras
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1.3.2 Conduite de la culture C

La phase de croissance a duré 9.5 heures sursagide et glycérol. Le taux de croissance
consigné par le débit d’alimentation en substratsgal & 0.15 hjusqu’a carencer le milieu minérale
en azote. Le taux de croissance expérimental oletsinégérement supérieur car égal & 046 h

Une fois I'épuisement de I'élément azote dans Ikemintervenu, la stratégie présentée
précédemment (I.1 de la partie B des résultats} pae appliguée. La Figure 41 présente les
évolutions expérimentales des alimentations ereagids, en glycérol et en solution d’'ammoniaque au
cours de la culture, ainsi que les concentratiéstuelles en substrats. Le débit d’alimentation en
glycérol est asservit sur celui des acides gramnsel relation)g;ycsror = 0.21 Q46 , CE qui permet
d’apporter des deux substrats selon le rapport Orti6lesycero/ CMOl€xcigecras
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Figure 41 : Récapitulatif du pilotage de la culture C en mode Fed-batch a partir des débits QNH?‘” (courbe noire),

exp

Qf;’g,’ csro (COUrbe gris foncée) et Q ;" (courbe gris claire)et de I’évolution de la concentration en substrats résiduels dans

le milieu réactionnel (ronds gris : glycérol ; carrés vides : acides gras)

Entre 10 et 20 heures de culture, la méconnaissdacla demande en source carbonée a
conduit a un apport excédentaire en carbone qeocgiaule dans le moQt de culture sous forme
d’acide gras et de glycérol (Figure 41). L'obtentite concentrations résiduelles maximales du méme
ordre de grandeur alors que le carbone ex-glycérokprésente que 15% du flux carbone total ainsi
que I'épuisement du polyol alors que l'accumulati@s acides gras se poursuit peuvent étre
interprétés comme un retard a la mise en placat@bolisme adapté du glycérol. On peut penser qu'a
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une accumulation du glycérol correspond, soit @uiction du potentiel de consommation, soit une
redistribution métaboligue comme cela peut étrestaié a 37 h lorsqu’un flux accidentel en azote a
levé temporairement la limitation nutritionnelle amote. Une suraccumulation d’acides gras pourrait
favoriser la coalescence et réduire d’autant I'apécifique d’échange diffusif des acides grasret a
limiter la disponibilité en substrat, c’est pourguceest important de maitriser le lIéger excés eides
gras résiduels dans le milieu.

On peut désormais affirmer que les deux subss@ts bien co-consommeés. Le devenir du
carbone, au sein de la cellule, peut étre étudi€¢ammlyse du bilan carbone. En prenant en corapte
valeur du rendement expérimentale de croissﬁsﬁﬁ%t de la culture Bdécrit en 1.2.4 de la partie
résultat), on constate que le glycérol seul natquds & subvenir aux besoins de I'anabolisme, cemm
le montre la Figure 42.
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Figure 42 : Evolution de la part de biomasse catalytique synthétisée a partir du glycérol par rapport a la biomasse
catalytique totale synthétisée

La part de biomasse catalytique synthétisée a plartglycérol augmente au cours du temps
car la demande anabolique évolue au cours de tareuét donc la répartition du carbone entre
I'anabolisme et la production de PHA change. Ont ginc conclure que, dans ces proportions
glycérol-acides gras d’alimentation, le glycérattamiquement a la croissance des cellules aloes qu
les acides gras sont utilisés a la fois pour lalpctdon de PHA et en complément pour la croissance.
Cette utilisation des substrats n’est vraie quesdes proportions d’alimentation glycérol-acideasyr
de la culture C. Des hypotheses peuvent étre fgitagt au devenir des carbones ex-glycérol et ex-
acides gras en fonction des différences d’affinitéda souche pour ces substrats si la part dégllyc
dans l'alimentation totale en carbone devient niigioe. Deux scénarios auraient pu se présenter :

* P. putidaa une plus forte affinité pour le glycérol : daxscas, la croissance et la synthése de
PHA s’effectueraient a partir de ce substrat (siavdie de biosynthése des acides gras). Les
acides gras s'accumuleraient alors dans le réacteur

» P. putidaa une plus forte affinité pour les acides grasgigiesemble étre le cas) : La souche
transformera les acides gras en PHA et utiliserglyeérol pour satisfaire entierement
'anabolisme. L'excés de glycérol non requis pdandbolisme s’accumulera dans le milieu
réactionnel.
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Les évolutions des concentrations en biomassedytiqtie et PHA, ainsi que le pourcentage
d’accumulation en PHA au cours de la culture somisgntées dans le Figure 43. L'arrét de
I'alimentation carbonée mis en place a 38 heurgsdd ramener la concentration en glycérol a sa
valeur limitante se traduit & la limitation de leoissance et de la production. Le pourcentage
d’accumulation augmente réguliérement tout au eép phase de production, comme pour la culture
B, jusqu’a atteindre 40% (g*y
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Figure 43 : Evolution des variables macroscopiques : concentration en biomasse catalytique (carrés gris), PHA (ronds
vides) et le pourcentage d’accumulation (triangles noirs) au cours de la culture C

1.3.3 Analyse des performances finales de la culture C

Au terme de 52 heures de culture, 88'gde biomasse totale ayant accumulés 40.3%'g.g
de PHA ont été synthétisés. L'évolution des rendesexpérimentaux de carbone glokglif), de
production de PHAY ;7 ,) et le rendement énergétique de croissange kcq:), déterminée a partir
du descripteur métabolique, sont résumés danshieda 25 ci-dessous :

Tableau 25 : Récapitulatif des rendements carbones expérimentaux obtenus lors de la culture B et les rendements
énergétiques correspondant déterminés a I'aide du descripteur métabolique

Croissance Phase production 1 ~ Phase production 2
u (hh 0.15 0.15-0.08 0.08-0
Yoy, (Cmole.Cmole') 0.58 0.52 0.30
Y¢aua (Cmole.Cmole’) 0.14 0.23 0.15
Y arp.xcat (Oxcar-MOlatp™) 3.90 2.42 0.96
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On constate que l'apport de glycérol en méme temgpe les acides gras altérent
significativement les rendements expérimentaux debane global, de production de PHA et
énergétique de croissance par rapport a la cuitwsar acide gras seuls (partie A des résultats). De
plus, lors de la culture A, on a vu que la génératle NADPH était effectuée en partie par I'acéivit
transhydrogénase de la souche. Au cours de la pleasecissance de la culture C, 80% du flux de
NADPH est satisfait par I'activité de lisocitra@éshydrogénase NADPH dépendante du cycle
tricarboxylique. Lors de la phase de productiorgéaération de NADPH est réorganisée. L'enzyme
malique prend une place plus importante (jusqu'&4du flux total de NADPH). On constate
également que la voie des pentoses phosphatgetréampruntée en phase de croissance (9% du flux
total de NADPH), devient majoritaire lorsque la guotion et la croissance sont couplées a partir
d'acides gras et de glycérol (autour de 40% du fitdal). Par conséquent, il semblerait que, dass ce
conditions, le glycérol est principalement utiliggur la génération de coenzymes réduits via la voie
des pentoses phosphates et non comme source cartbaméla synthese de biomasse catalytique. La
demande en carbone de I'anabolisme est donc stiptr, au moins une partie, des carbones acides
gras n‘ayant pas été convertis en PHA. Dans cettéiguration, I'activité de transhydrogénase est
importante pour convertir du NADPH en NADH nécéssa I'anabolisme.

La composition monomérique du polymeére final prodst présentée dans le Tableau 26.

Tableau 26 : Composition monomérique des PHA finaux produits lors de la culture C

Nature du monomére 3-HHx 3-HO 3-HD 3-HDD 3-HTD
% (mole.molé€) 5.1 20.3  35.0 225 17.1

Le profil monomérique obtenu présente une plusdgahomogénéité dans les proportions
respectives de chaque type d'acides 3-hydroxyalqaes que le profil obtenu sur glycérol seul
(Tableau 23).

1.3.4 Analyse des cinétiques de la culture C

La Figure 44 montre que la décroissance du tawralssance se fait trés linéairement durant
la phase de production.
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Figure 44 : Evolutions des vitesses spécifiques de consommation des substrats totaux (carrés noirs), du glycérol (triangles
noirs), des acides gras (triangles blancs), de production de PHA (ronds vides) et de croissance (carrés gris) au cours de la
phase de production de la culture C

On remarque toutefois qu'a l'arrét des alimentatiacarbonées, a 37 heures, la vitesse
spécifique de production de PHAwy4 diminue fortement, pour remonter aussitot I'alit@ion
remis en marche. Les allures de tous ces paran@toéisant tous de maniére relativement monotone,
des corrélations entre ces cinétiques peuventétezminées.

La Figure 45 permet de mettre en lumiére une aiio#l entre la demande anabolique
caractérisée par le taux de croissance et lesseiespécifigues de consommation du substrat et de
production de PHA.
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Figure 45 : Vitesses spécifiques de production de PHA (ronds vides) et de consommation des substrats totaux (carrés
noirs) en fonction du taux d'accroissement expérimental de la biomasse catalytique (u) lors de la culture C
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On constate qu’il existe une corrélation linéarereqs,,. ety lorsque le taux de croissance
est compris entre 0 et 0.18.HPar conséquent, il semble que le taux de craissamposé par le flux
d’alimentation en azote impose la vitesse spédafide consommation des substrats totaux. La relation
entreqpy4 ety suit une loi polynomiale d’ordre 2 jusqu’a 0.18 hes valeurs des vitesses spécifiques
de production de PHA obtenues lors de cette culfusmnt largement supérieures a celles obtenues
sur glycérol seul (11.2.4) pour des taux de craiseacomparables avec méme une valeur maximal
proche de 0.1 Cmole.Cmdle

A la vue du Tableau 25 présentant les rendemeaptrienentaux de cette culture, on constate
gue le rendement expérimental de product’@fm représente toujours environ 50% du rendement

expérimental de carbone globﬁﬁf guel que soit le taux de croissance résiduel. Boué | inférieur

& 0.08 H, les rendements diminuent considérablement. Itlest évident que le changement dans la
distribution du carbone est orienté vers l'augmigoade la respiration du substrat. Ce phénomeéne
signifie que la proportion d’énergie non finalisdans la biosynthése (biomasse catalytique et/ou
produit) augmente significativement lorsque le talex croissance devient inférieur & 0.08. h
L’hypothése avancée dans la partie A des résultats;ernant I'existence de réactions énergivores
pour le stockage et la synthése de PHA, pourgaieénent expliquer cette observation.

Le carbone ex-glycérol n’étant pas réorienté v@rsyhthése de PHA, on peut estimer que les
valeurs des vitesses spécifiques de productiorHfedans cette expérimentation sont représentatives
des potentialités de production de PHA a particid@s gras a 30°C. Elles sont d’ailleurs proches de
valeurs déterminées en chémostat sur acide grémieation azote par Huijberts et al. 1996 (Tableau
27).

Tableau 27 : Comparaison des vitesses spécifiques de production de PHA a partir d’acides gras a 30°C entre la culture C en
mode Fed-batch et la culture en mode chémostat de Huijberts et al. 1996

() pua (9.9"h") Références
0.05 0.04 )
01 0.06 Huijberts et al. 1996
0.05 0.03
0.1 0.06 Culture C

1.4 Détermination de la corrélation entre la vitesse spécifique de
production de PHA et le taux de croissance a partir d’acides gras a 37°C

La culture, présentée dans cette partie, sera ge@nihrdans le reste de ce manuscrit.
1.4.1 Objectif de la culture D

Les potentialités de production de PHA & partighjeérol et/ou d’acides gras a 30°C ont été
déterminées et présentée dans les parties préesédéiie étude sur les effets d’'une hausse de la
température sur les performances de production Hi& & partir d’acides gras a été menée. La
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littérature concernant I'effet de la températureles cinétiques de croissance et de producticsdai
supposer qu'a 37°Gypyy est supérieur aux valeurs obtenues lors d'uneireufs 30°C alors que le
potentiel anabolique maximal de la souche est, payrart diminué (Fernandez et al. 2005; Haba et al
2007). A 42°C, le profil de PHA produit semble difnt de celui obtenu a 30°C mais les cinétiques
de production et le potentiel d’accumulation sdtéras par la température (Haba et al. 2007).tll es
possible que le profil monomérique des PHA soiglié disponibilité des précurseurs 3-hydroxyacyl-
CoA résultant, a la fois, des cinétiques d’assitioite du substrat, de Ig-oxydation et de
I'anabolisme. Par conséquent, en travaillant atengpérature différente, la possibilité d’accrolae
solubilité (disponibilité) des acides gras et date modifier les différentes cinétiques pourrait
permettre d’obtenir un profil monomérique de PHArauDans le cas contraire, on peut penser que le
profil résulte principalement de laffinité, spécifé des PHA synthases pour les différents 3-
hydroxyacyl-CoA. Afin de déterminer la températdee travail la plus intéressant a appliquer a une
culture en réacteur de 20L, des cultures en figleEnmeyer sont réalisées.
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Figure 46 : Suivi de la croissance de P. putida KT2440 a 30°C, 37°C et 40°C sur milieu minéral + glucose

On observe sur la Figure 46 que la croissancetagalement inhibée par l'effet de la
température a 40°C, alors gu’entre 30 et 37°Ceisamble pas y avoir de difféerences majeures, du
moins sur la vitesse de croissance cellulaire. drapérature de 37°C est donc retenue comme
parametre pour cette étude.

1.4.2 Conduite de la culture D

La phase de croissance a duré 9.85 heures juigpliisement de I'azote présent dans le
milieu initial. Le taux de croissance expérimertenu lors de cette phase est de 0:14immité par
le débit d’alimentation en solution d’acide gra®léant selon un mode exponentiel consigné pour
maintenir un taux de croissance constant de 0115 h

Une fois I'épuisement de I'élément azote dans Ikemintervenu, la stratégie présentée
préecédemment (1.1 de la partie B des résultats) gteei appliqué. La Figure 47 présente les évaistio
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expérimentales des alimentations en acide graa eplgtion d’ammoniague au cours de la culture,
ainsi que la concentration en substrat résiduel.
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Figure 47 : Récapitulatif du pilotage de la culture en mode Fed-batch a 37°C a partir des débits Q NH;"p (courbe noire) et

;’gp et de I’évolution de la concentration en substrat résiduel dans le milieu réactionnel

Aux alentours de 20 h de culture, une accumulatieiordre de 1.5 gL d’acides gras est
observée. L’alimentation en substrat carboné ess alrrétée jusqu’a ce que cet exces soit consomme.
Entre 35 et 39 heures de culture, un changemeatantaire de la consigne d’alimentation en azote a
eu lieu. Dés lors, I'évolution du taux de croissawiifferera de I'allure désirée. Un léger excés de
substrat est maintenu dans le milieu réactionnel & long de la culture afin de maximiser les

vitesses spécifiques de production.

La Figure 48 montre I'évolution des concentratiams biomasse catalytique, PHA et du
pourcentage d’accumulation des polymeéres danslkdes lors de cette culture.
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Figure 48 : Evolution des variables macroscopiques : concentration en biomasse catalytique (carrés gris), PHA (ronds
vides) et le pourcentage d’accumulation (triangles noirs) au cours de la culture

Le pourcentage d’accumulation atteint dés 25 tpaurcentage moyen de 30 % (§.gyui
reste constant jusqu’a 47 heures. Il faut attefidteinte du plateau at"¢° = 0.01 i constant, & 47
heures de culture, pour voir ce pourcentage d’aatation augmenter de 30 a 33% (.gour une
biomasse totale finale de 72 g.la 55 heures. L’explication de ces tendances sévalappée
ultérieurement lors de I'analyse cinétique de catteure en 1.4.4 de cette partie.

1.4.3 Analyse des performances finales de la culture D

Le rendement expérimental de conversion du substrabiomasse catalytiqlYé)’;fat sur la

phase de croissance est de 0.51 Cmole.Cinate qui ne représente que 78% du rendement
expérimental de conversion du substrat en biomeeisdytique obtenu sur acide gras, a 30°C (11.4.1
de la partie A). Le rendement expérimental de azebglobalYsy; diminue de 0.65 a 0.30
Cmole.Cmol& au cours de la phase de production. Or, dangie g On a démontré qu’en couplant
croissance et production de PHA a partir d’acidess,gquand le taux de croissance résiduel est
compris entre 0.04 et 0.01*hce rendement expérimental de carbone global ptaindre 0.7
Cmole.Cmolé. On peut conclure qu'il existe un effet du taux creissance sur le rendement
expérimental de carbone global entre 0.15 et 0:01& diminution générale de ce rendement pour la
culture a 37°C peut signifier que le substrat &is@ en plus grande proportion pour la mainteeanc
que la demande énergétique de croissance augnegutes(futiles, turn-over, réparation, ...) ou qu'’il

y a une altération du rendement énergétique dehl@sphorylation oxydative. L'ensemble des
rendements sont résumés dans le Tableau 28.

Document confidentiel 123



Résultats - Partie B: Etudes des potentialités de production de PHAPpautidaKT2440 a partir de
glycérol et/ou d’acides gras

Tableau 28 : Récapitulatif des rendements expérimentaux obtenus lors de la culture D

W (h?) Yoy, (Cmole.Cmole")  Yg},, (Cmole.Cmole")
0.15 (croissance) 0.65 0.14
0.15-0.04 0.43 0.15
0.04 - 0.00 0.30 0.22

La composition monomérique du polymere final pibdst présentée dans le Tableau 29.

Tableau 29 : Composition monomérique des PHA finaux produits lors de la culture D

Nature du monomére 3-HHx 3-HO 3-HD 3-HDD 3-HTD
% (mole.mol&) 5.4 247  38.1 19.4 12.4

Le profil obtenu sur acide gras a 37°C est tréshpe de celui de la culture C.

1.4.4 Analyse des cinétiques de la culture D

Lors de la phase de croissance, durant laqueli@ube de croissance est maintenu constant a
0.14 h', la vitesse spécifique de consommation des agidessest égale a 0.30 Cmole.Cridhe.

Concernant la phase de production de PHA en liimitaazote, la Figure 49 renseigne sur
I'évolution des différentes vitesses specifiquesaurs du temps.
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Figure 49 : Evolutions des vitesses spécifiques de consommation du substrat (carrés noirs), de production (ronds vides) et
de croissance (carrés gris) au cours de la culture D

Afin de visualiser un éventuel effet de la tempénatsur les vitesses spécifiques de
consommation du substrat et de production de PHAd®uche, on compare, sur la Figure 50, les
relations de ces vitesses par rapport au taux alesance résiduel entre la culture & 30°C présentée
dans la partie A des résultats et la culture a Ii@loppée ici.
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Figure 50 : Evaluation de I'effet de la température sur les cinétiques microbiennes. En haut, les vitesses spécifiques de
consommation des acides gras a 30°C (losanges gris) et a 37°C (carrés noirs) en fonction du taux de croissance. En bas, les
vitesses spécifiques de production de PHA a 30°C (triangles noirs) et a 37°C (ronds vides)

L'augmentation de la température a un effet négat sur les vitesses spécifiques de
production de PHA, contrairement a ce que repoltkiiba et al. 2007. Par ailleurs, aucun changement
n'intervient au niveau des valeurs de vitessesiigées d’'assimilation du substrat. Or, la hausséad
température du réacteur occasionne obligatoirenumet évolution du systéme qu’est le milieu
réactionnel, puisqu’elle induit un accroissementalsolubilité et donc de la concentration satwant
d’acides gras dissous dans le miliaG1).

A partir de I'équation de bilan matiére de la fermlissoute des acides gras dans le milieu
(équation 56), a une température donnée, on pehbliréa relation de couplage entre les phénomenes
de transfert et biologiques dans le systeme.

(dAGd

dt ) =D.S. (AG* - AGd) L Xcat Equation 56

Qag - kq.AG+AGY

dAGYY | . . . . 1
Avec, (T) - la variation de la concentration d’acide grassdus (Cmole.Lh)
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D.S :le coefficient de transfert des acides grasdiaau prenant en compte la
surface d’échange de ce transfer) (h
AG* :la concentration saturante d’acides gras dis@@m®le.L")
AG®  :la concentration réelle d’acides gras dissousd€.L™)
qac : lavitesse spécifique de consommation des agjades(Cmole.Cmoleh)
Xcqt :laconcentration en biomasse catalytique (Cmdbe.L
kq : un coefficient qualifiant la vitesse de consortioradu substrat selon une cinétique
de Monod

On a donc deux termes d'ordre 1 que I'on peut dgulustituer par deux paramétres évoluant en
fonction du temps, l'un caractérisant les phénorméde transfert et l'autre les phénomeénes
biologiques, comme suit :

dAGh) _ W
( dt ) - Ttransfert(t) + Tbiologique(t) Equation 57

Ce phénomene de couplage est schématisé danauta Bify montrant que, dans la phase aqueuse, les
acides gras se retrouvent sous deux formes, arssues forme dissoutel¢¢) et sous forme liquide
(AG"Y) du fait de la trés faible solubilité des acideasgdans I'eau. Le substrat est disponible pour la
biomasse sous sa forme dissoute et a la surfacgalgtelettes d'acides gras de la phase liquide
(Dunn, 1968; Humphrey & Erickson, 1972). La vited&ssimilation du substrat est donc limitée soit
par cette disponibilité (phénoménes de transfeoi}, par les phénoménes biologiques liés a I'aétivi

de la cellule.

‘e © . Thiolrione®F D0

1 ® transfert . biologique
QS‘: ® : ¢ X :
|
| dAG dAG? !
' dt dt I
\\ X

Figure 51 : Schéma représentant le bilan sur le substrat acide gras dans le systéme du milieu réactionnel, avec Qg le débit
de substrat entrant, Ti.qnsfert(t) la constante temps dépendante caractérisant les phénoménes de trasnfert,

L
Thiologiques(t) la constante temps dépendante caractérisant les phénomeénes biologiques, %Ia variation de la
d
concentration en acides gras dans la phase liquide et d'z—f la variation de la concentration en acides gras dissous
d R _(dAGhY , .
* LorsqueAG“est tres petit )= Tiransfert(t), doncla vitesse de consommation des
acides gras dissous est dépendant des phénométnasslert du substrat dans le milieu.
R dAG? . .
+ LorsqueAG %est trés grand(T) = %iologique(t), doncla vitesse de consommation des
acides gras dissous est dépendante des phénonigogihes.
. . . . dAGH .
Ne connaissant pas la valeur 46¢, ni son évolution au cours du ten(pe;), plusieurs cas
peuvent se présenter comme décrit par la Figure 52
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Figure 52 : Représentation des possibles évolutions relatives des phénoménes biologiques et de transfert en fonction de la
température. En haut : cas d’une activation par la température de I'activité biologique. Au milieu : cas d’une altération
par la température de I'activité biologique. En bas : cas ol I'augmentation de la température n’a pas d’effet sur I'activité
biologique. La courbe grise représente I’évolution de la vitesse spécifique maximale de consommation des acides gras de
la souche (qﬁa ) et la noire, la vitesse de transfert des acides gras de la phase liquide a la phase dissoute (qfa )
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Cas d’'une activation de I'activité biologique pageentation de la température (schéma du haut) :

« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C dmmg la zone ATi gnsrere(t) >
Tbiotogique (t) donc la vitesse de consommation du substrat gziotaasse est limitée par les
phénomeénes biologiques.

« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C damg la zone Blirgnsfere(t) >
Thiotogique(t) jusqu’a une certaine température comprise entre eB037°C, puis
:Tiransfert(t) < %iologique(t)-

« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C dams la zone Cliygnsrere(t) <
Tpiotogique (t) donc la vitesse de consommation du substrat phiotaasse est limitée par
les phénoménes de transfert.

Dans ces trois cafg ,613%°C < [q46]137C

Cas d’une altération de I'activité biologique pagmentation de la température (schéma du milieu) :

« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C dmmg la zone ATi gnsrert(t) <
Tpiotogique (t) donc la vitesse de consommation du substrat phiotaasse est limitée par

les phénomeénes de transferfei;13%°¢ < [q46]137°C.
« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C dame la zone Bl gnsrere(t) <

%iologique(t) jusgqu’a une certaine température comprise entre eB037°C, puis

Ttransfert(t) > %iologique(t)-
« Dans le cas ou les températures de 30 et 37°C dams la zone Cliygnsrere(t) >
Ibiotogique (t) donc la vitesse de consommation du substrat gziotaasse est limitée par les

phénomeénes biologiques[gty;13°°C > [q46137°C.

Dans le cas du schéma du bas de la Figurel's2mssert(t) > Thiotogique(t), 1a vitesse de
consommation du substrat par la biomasse est émpiéé les phénomeénes biologiquesgai; ]3¢ =

[‘IAG]37OC-

Dans notre comparaison des vitesses spécifiqueetion de la température de culture de la
Figure 50, on a vu qu@ 4;13°°¢ = [q4]1°7°¢ , pour des taux de croissance entre 0.01 et 0-@#hc
on peut conclure que nous sommes soit dans lewcastiéma du bas, soit dans la zone B du schéma
du milieu. Par conséquent, on peut affirmer quevitesses spécifigues maximales de consommation
des acides gras obtenues lors de la culture & 3#Gont dépendantes que des phénoménes
biologiqgues. Méme si nous ne pouvons pas l'affirniesemble probable que les vitesses spécifiques
maximales de consommation des acides gras obtdargesles cultures a 30°C soient également
dépendantes des phénomenes biologiques dans ldgia@m de nos expérimentations. En effet, si
I'on se référe a la Figure 45 (1.3.4 de cette parton a vu que la vitesse spécifique de consoromati
du substrat augmentait linéairement avec la demandiolique jusqu’a un taux de croissance de 0.15
ht,
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Le fait que[qppal®®C > [qpual®” ¢ provient uniqguement d'une altération des activités
enzymatiques impliquées dans la synthése des PE# attivités des transporteurs membranaires et
enzymes impliqués dans la réaction d'intégratios agdes gras au sein du cytoplasme ne sont donc
pas affectées par la température de 37°C.

Du fait que les cinétiques sont uniquement dépsiedades phénoménes biologiques, la
Figure 53 permet de déterminer les corrélationsedatdemande anabolique caractérisée par le taux
de croissance et les vitesses spécifiques de constiom du substrat et de production de PHA.
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Figure 53 : Vitesses spécifiques de production de PHA (ronds vides) et de consommation du substrat (carrés noirs) en
fonction du taux d'accroissement de la biomasse catalytique (u) pour la culture D

On va considérer ici que I'évolution de la vitesggcifigue d’assimilation des acides gras
évolue linéairement avec le taux de croissanceqlerscelui-ci est compris entre 0 et 0.12 h
L’évolution de la vitesse spécifigue de productis PHA en fonction de la demande anabolique
montre deux tendances en fonction que le tauxalesamce soit supérieur ou inférieur & 0.04Rour
des taux de croissance inférieurs a cette vadeyr, devient indépendant du taux de croissance et
reste constante a une valeur de 0.02 Cmole.Chidie’est pourquoi le rendement de production de
PHA augmente pour cet intervalle de taux de craoissacf. Tableau 28). Ce changement franc
s’explique par une modification de la distributiun carbone intracellulaire.

Document confidentiel 129



Résultats - Partie B: Etudes des potentialités de production de PHAPpautidaKT2440 a partir de
glycérol et/ou d’acides gras

I1. Discussion

La soucheP. putidaKT2440 a la capacité d’assimiler un grand nomlaeubstrats différents
dont font partis les acides gras et le glycérolproduits provenant de I'hydrolyse de graisses
animales. L'étude des performances cinétiques die s®uche a partir de ces substrats pour la
production optimale de polyhydroxyalcanoates a maogs chaines latérales est donc importante pour
établir les points de fonctionnement idéaux d'uncgddé de production en mode Fed-batch a partir de
ces sources carbonées. Il est désormais intéredeamomparer les résultats des trois cultures
présentées précédemment afin d’évaluer si un subsst plus intéressant qu’un autre ou si leur
association peut permettre une amélioration desipesinces de production.

La comparaison des vitesses spécifiques de pliodudes PHA en fonction des taux de
croissances pour les substrats et mélanges derasbstudiés va nous permettre d’évaluer les
éventuelles différences liées aux voies métabadigueliquées. La Figure 54 présente I'évolution des
courbes théoriques caractérisgpt, en fonction du taux de croissance résiduel que doméfini
précédemment.
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Figure 54 : Vitesses spécifiques théoriques de production de PHA en fonction du taux d'accroissement de la biomasse
catalytique (u) lors des cultures B (points noirs), C (tirets gris) et D (tirets noirs).

Les valeurs dgp,4 pour la culture a 30°C sur le mélange glycérotlaajras sont clairement
les plus élevées pour les taux de croissance supgria 0.02 h Elles atteignent jusqu'a 0.1
Cmole.Cmolé.h™ lorsque p est voisin de 0.15.HEn dessous de= 0.02 ', ce sont les valeurs de
vitesses spécifiques de production de PHA a palirglycérol seul qui sont Iégerement plus
performantes. Les vitesses spécifiques de produdidPHA a 37°C sont inférieures a celles obtenues
lors des cultures & 30°C sur acide gras et glycébol a donc conclu que certaines activités
enzymatiques impliquées dans la voie de synthes®H& (-oxydation ou activité PHA synthase) a
partir d’acides gras sont altérées par la températe 37°C.

Si I'on considére que le potentiel anabolique mestideP. putidaKT2440 sur glycérol est
égal a 0.07 h ql¥¥ sur glycérol, égal a 0.036 Cmole.Crible', est obtenu a 14% du potentiel
anabolique maximal de la souche sur ce substrattEnt pour un p proche de 0.01 Loncernant la
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culture C, si le potentiel anabolique maximal serneélange de substrat correspond a la valeur de
Wnax deP. putidaKT2440 sur acide gras a 30°C égale a 0.37Kellerhals et al. 2000}7%% est
atteint pour des taux de croissance élevés, supérie.1 i, ce qui correspond a environ 25-30 % du
potentiel anabolique maximal.

Huijberts et al. 1996 avait déterminé la corrélatjp;, = f(D) sur acide oléique en culture
continue en contrdlant le rapport C/N de la souBheuutida KT2442 pour des taux de dilution
compris entre 0.05 et 0.3'hLa Figure 55, qui compare ses données a cellés cldture C, montre
que nos valeurs concordent et suivent la méme terdaCela valide donc que notre stratégie de
culture en mode Fed-batch de type décélérostatpemmset d’atteindre des valeurs cinétiques proches
des valeurs optimales atteintes en régime permamechhémostat.

Plus tard, Durner et al. (2000) a effectué uneetimilaire avec I'acide octanoique comme
substrat de sa culture chémostatRseudomonas oleovoranSet acide dont la chaine carbonée est
beaucoup plus courte que celles des acides grdegtidans nos travaux est également catabolisé a
travers laB-oxydation afin de satisfaire la demande anaboliefue production de PHA définies dans
cet article par un ratio C/N. Les valeurs qjg, associées aux taux de dilution sont également
présentés sur la Figure 55.
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Figure 55 : Vitesses spécifiques théorique de production de PHA en fonction du taux d'accroissement de la biomasse
catalytique (u) lors de la culture C (ronds vides), d’aprés les données de Durner et al. 2000 sur octanoate (triangles gris) et
les données de Huijberts et al. 1996 sur acide oléique (carrés noirs)

On constate que les valeurs qjg;, a partir d’acide octanoique sont prés de deux fois
supérieures aux nétres. Cela pourrait étre duaiawdie ce substrat a 8 carbones puisse directement
étre pris en charge par la PHA synthase. Les \aldeivitesses spécifiques de production de PHA de
Durner et al. (2000) correspondraient donc globatgnd I'activité cinétique de la PHA synthase. A
partir d’acide gras, les valeurs glg,, caractérisent 'ensemble des activités enzymatigessvoies
de la p-oxydation et de la polymérisation des PHA. Dondlif#érence de vitesses spécifiques de
production de PHA entre celles de Durner et alO2@t les nétres pourrait s’expliquer par le épie
I'activité enzymatique limitante de I'ensemble @ woies se trouve au sein dgJaxydation.
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L'évolution des différents rendements au cours dasures peut également apporter des
informations sur la répartition du carbone et dendrgie en fonction des substrats utilisés. La
comparaison de ces rendements (Tableau 30) monten phase de croissance, le rendement
expérimental de croissance sur acide gras a 375?;‘;3@: 0.51 Cmole.Cmol8 est supérieur & ceux

sur le glycérol Ysyea:= 0.44 Cmole.Cmol8 ou le mélange ¥g y,.= 0.44 Cmole.Cmol8. Ceci

montre bien que c’est I'ajout de glycérol dansiff@ntation carbonée qui altére le rendement
expérimental de croissance.

Tableau 30 : Récapitulatif des rendements expérimentaux obtenus lors des trois cultures

Culture B Culture C Culture D
WO VER Vomea| RO VR vema| RO YRR Vohu
0.07 0.50 0.06 0.15 0.58 0.14 0.15 0.65 0.14
(croissance) (croissance) (croissance)
0.07-0.03 0.36 0.11 0.15-0.08 0.52 0.23 0.1930. 043 0.15
0.03-0.00 0.31 0.21 | 0.08-0.00 0.30 0.15 | 0.03-0.00 0.30 0.22

Pour toutes les cultures, les rendements expétameren carbone global diminuent lors du
passage en phase de production. Pour la cultucel®résulte d’'un effet négatif de la température s
les performances de la cellule (1.4.4 de cetteiggarConcernant les deux autres cultures, c'est la
présence de glycérol comme substrat carboné qligarpcette diminution. La production de PHA
sur glycérol seul nécessite une disponibilité eenegmes réduits trés importante. Si la producten d
PHA a partir de Ig-oxydation génére des coenzymes réduits a chaale, ¢ voie de biosynthése
des acides gras, empruntée pour la synthése deaRtd#tir de glycérol, en consomme. Par extension,
la demande en ATP nécessaire a la synthese de NADRHes activités des transhydrogénases, est
importante et entraine une diminution des rendesneatbone globaux. Plus la demande anabolique
diminue (n diminue), plus les rendements carbonbaglx diminuent. On a détaillé dans la partie A
des résultats, que cette tendance pourrait s’axgligar une augmentation de la part d’ATP dissipé
lorsque I'accumulation de produit est forte. On aeque pour ces trois cultures, que plus le taux de
croissance diminue, plus le rendement carbone bthiménue, mais plus la part de ce rendement lié a
la production seule (rappo¥py,/Ysxe ) augmente. Ce phénoméne peut s'expliquer par une
demande moindre en carbone et énergie pour la égmtde biomasse catalytique et donc une
réorientation, au moins partielle, de ces flux ddones et d’énergie vers la synthése et le steattag
PHA.

Les performances cinétiques et de rendements: ddture a 30°C sur un mélange acide gras-
glycérol étant les meilleures, il semble existee sgnergie catabolique. Nous allons désormais nous
concentrer sur les résultats de la culture C pgulte de cette discussion.

On nomme taux de croissance appargpp), la vitesse de production de la biomasse totale

(Xcqr + PHA) au cours de la culture. Ramener la vitesse spéeifde production de PHA au taux de
croissance apparent, renseigne sur la répartitiocacbone entrant dans la cellule entre produaton
synthese de biomasse catalytique (équation 59).
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dpHA _  4qPHA 3 .
= Equation 58

Happ qpHatH

Ce rapport correspond, lors d'une culture en mé@e-batch au taux d’accumulation
instantané en PHA. Il correspond au taux d’accutimmaqui serait atteint, si le ratio des vitesses
spécifiques demeure constant, au terme de la eultypeut également étre écrit comme suit :

t
PHA [ oTPHadt

X = =
PHA PHA+ Xcat f::()rPHA'dt-'- XCtlt

Equation 59

Avec 1py, : la vitesse de production de PHA (en Cmote.h
t = 0 : le temps auquel la phase de productiprrésiduel constant débute (en h)
X.q: ¢ la quantité de biomasse catalytique produitedamle)

En considérant des cultures Fed-batch au courpidiss les vitesses spécifiques de réaction
seraient maitrisées et maintenues constantes palinmentation en azote exponentielle, cette acti
Xpua €volue au cours de la culture selon I'équatiosi@tante :

t
qprHA J;—g X car(t).dt _ qpHA

i = X Equation 60
qprHA Ji—g Xcat(0)-dt+Xcat(t)  qpuat— Rz (1)
Jt=0Xcat(®

XPHA =

Of  Xeat() = Xeqr(t = 0).e*t  donc, [° Xeqi(t).dt = Lj:(’) (et — 1)

D'ol, XpHa = S, UV — Equation 61

_H
qpHAT (—e—1E

A t=0, cette fraction est théoriquement nujle,, évolue ensuite asymptotiquement vers une valeur
limite égale a:

Xlim _ _9rHa _ 1
PHA qpatn 1+

m Equation 62

dPHA

Cette valeur limite sera d’autant plus forte qéedirt entrejp, ety sera élevé.

La Figure 56 reprend la relation polynomiale drer@qpy, = f(1) déterminée précédemment
et montre I'évolution de la valeur limitg}7, en fonction du taux de croissance résiduel. Cksiia
limites sont purement théoriques car elles ne seatteintes qu’au bout d’'un temps de culture
infiniment long en régime permanent.
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Figure 56 : Evolution des vitesses spécifiques expérimentales (ronds vides) et théoriques (pointillés noirs) de production de
PHA et du pourcentage d’accumulation limite de PHA (courbe noire) en fonction du taux de croissance résiduel pour la
culture C

On constate que plus le taux de croissance dsé failus la fraction d’accumulation limite de
PHA est élevéeA contrariq plus les taux de croissance ont des valeurs élefetre 0.1 et 0.18
plus le taux daccumulation limite de PHA est faiblOn optimise donc soit I'accumulation
intracellulaire des PHA, soit la vitesse spécifigigeproduction. Un compromis est donc a trouver afi
d’optimiser le procédé de production a partir ddasi gras ou d'acides gras-glycérol dans les
proportions de la culture C. En effet, soit I'acadation de produit dans la cellule est privilégidans
ce cas, la culture devra étre effectuée avec wissance résiduelle faible, soit la vitesse spguifide
production et le rendement carbone global (cf. @ailpl30) sont optimisés et dans ce cas le taux de

croissance de travail devra se situer autour del9:{zone grise sur la Figure 56).

Par exemple, si I'on conserve l'idée de réalisecui#ture a partir d’acides gras en deux
phases : On pourrait effectuer une premiére phaggrauction de PHA a taux de croissance élevé
(autour de 0,15 Y pour obtenir rapidement une forte quantité dembisse catalytique tout en
apportant suffisamment de substrat pour atteirefreitesses spécifiques maximales de production de
PHA de I'ordre de 0.1 Cmole.Cmdlié™. On optimiserait le rendement de carbone globedmticette
phase. Puis, une seconde a des taux d’accroissegikitaires plus faibles maintenus constants éentr
0,05 et 0,01 f) pourrait permettre d’optimiser 'accumulatiortracellulaire de produit en tendant
vers une valeur limite d’accumulation de PHA éle{80% g.g d’accumulation). Il n’est toutefois
pas certain que maintenir un taux de croissancelugsconstant durant une trés longue durée
conserve constante la vitesse spécifique maximaf@aduction de PHA associée. En effet, Heinzle &
Lafferty, 1980 pense que si un taux de croissaésiluel est maintenu constant trés longtemps, de
sorte qu’un pourcentage d’accumulation critiquespaiétre atteint, la vitesse spécifique de proalucti
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de PHA va diminuer, comme si au-dela d’'un certdire tde PHA accumulé, le produit pouvait
provoquer une régulation négative sur sa voie ddumtion.

A partir de glycérol, il ne semble pas y avoirdiasde trouver ce type de compromis entre
vitesse spécifique de production de PHA et pousggntd’accumulation limite, puisque leurs valeurs
optimales sont obtenues pour des taux de croissa@siguels trés faibles (autour de 0.09.Ce
phénoméne pourrait étre di au fait qu'a partir desubstrat la croissance et la production de PHA
n’empruntent pas la méme voie métabolique et somt découplées.

Pour conclure cette comparaison entre ces trdisireg, le Tableau 31 résume les profils
monomeriques au point final des polymeéres obteBules compositions des PHA des cultures C et D
sont relativement similaires, elles différent dedanposition du polymére de la culture menée drpart
de glycérol seul. Existe-t-il un lien entre le prohonomériques des PHA et le substrat carboné
utilisé ? Le rapporgpy, /1 peut-il influer sur ce profil ? Ces points serdétaillés dans la partie C
des résultats.

Tableau 31 : Récapitulatif des profils monomériques des polymeéres obtenus dans les cultures B, C et D

(mole.mole’)  Culture B Culture C  Culture D

% (3-HHX) 2.9 5.1 5.4
% (3-HO) 18.2 20.3 24.7
% (3-HD) 62.1 35.0 38.1
% (3-HDD) 16.3 22.5 19.4
% (3-HTD) 0.5 17.1 12.4
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I11. Syntheése des résultats

>

La culture B a montré qu’il est nécessaire d’appoun co-substrat carboné pour amorcer
I'assimilation du glycérol permettant ainsi la @sance et la production de PHA.

Il a été démontré que les acides gras et le glygiravent étre co-consommés dans la
proportion stoechiométrique testée et engendre ynergie catabolique optimisant les
performances de production de PHA

La culture C sur acides gras a 3&@ermis d'établir que les cinétiques d’assimilatdes
acides gras par la souche ne sont pas limitéek mhffusion du substrat lors des cultures a
37°C. La relation linéaire existant entrg; ety dans les conditions testées a 30°C semble
indiquer que la vitesse spécifiqgue d’assimilatian slibstrat est également limitée par les
phénomenes biologiques a cette température.

Cette partie a permis de déterminer les corrélati@ntreqpy, ety pour les cultures sur
glycérol, glycérol-acide gras a 30°C et acides §rag°C

La demande énergétique liée a la production de RlgArtir de glycérol plus importante qu'a
partir d’acides gras semble étre responsable ddésrpances cinétiques et des rendements
moins élevés sur ce substrat

Le point de fonctionnement optimal d’'un procédédmduction a partir de glycérol se situe a
des taux de croissance résiduel autour de 002 h

A partir d’'acide gras, il est nécessaire de trouwecompromis pour optimiser le procédé de
production de PHA, entre vitesse spécifique de yetidn de PHA-rendement de carbone
global et accumulation intracellulaire du produit

Il semble exister un impact de la nature du substnale profil monomérique des PHA finaux

Document confidentiel 136



Résultats - Partie C: Détermination des parametres influengant leaatéristiques des PHA produits

C- Détermination des parametres influencant les
caractéristiques des PHA produits

Introduction

Les PHA produits a partir de la soudheputidaKT2440 sont composés de différents types de
monomeres dont la longueur de chaine latérale cdmpe 6 a 14 carbones. Ce panel de monomeres
est obtenu quel que soit le substrat et, doncydéss métaboliques empruntées pour les synthétiser.
Toutefois, les proportions relatives de chacun el monoméres ne semblent pas figées. En effet,
comme présenté dans la partie B-ll, le profii moéddque differe entre les différentes
expérimentations. Il semble donc qu'il soit possithé moduler le profil des PHA synthétisés. Pour
cela, il est nécessaire d’identifier les paramébmss/ant influer sur la synthése de tel ou teliprof

De plus, aprés extraction et purification des P#Al'ensemble des cultures effectuées au
cours de ces travaux de thése, des aspects tféedif sont obtenus. Les polymeéres produits via la
voie de biosynthése des acides gras forment uréléistique, alors que ceux produits a partir desid
gras, via lap-oxydation, ont I'aspect d'une péate trés collanteredativement visqueuse. Quelles
différences dans les propriétés de ces bio-polysnpoairraient étre responsables d’'un tel résultat ?
Quels phénomeénes biologiques sont responsablexsttéeddférence ?

Dans ce chapitre, nous tenterons de répondrenaeleble de ces questions a travers deux
grands axes : I'un concernant les parametres miflaar le profil monomérique des PHA finaux et
'autre concernant les différences dans les camatitgies plasturgiques de ces polymeres et leurs
origines.

I- Analyse des parametres responsables du profil monomérique des
PHA produits

I.1 Influence du substrat carboné sur le profil monomérique des PHA
produits

Le Tableau 31 présenté dans le chapitre précéeemttle indiquer que le substrat utilisé pour
la production des PHA a une influence sur le pnofilnomérique. Eggink et al. 1992, pour sa part,
I'affirme en comparant la production de PHA prodditpartir de glucose, glycérol et d’acide oléique.
Le Tableau 32 récapitule les profils monomériquéggrencés dans la littérature, obtenus aRec
putida a partir de différents substrats comme le glycétoles carbohydrates utilisant la voie de
biosynthese des acides gras pour la synthése das IPEbntient notamment les profils des PHA
produits au cours de la culture B et d'une cultoon détaillée dans ce manuscrit sur glucose
(production de PHA en condition de carence azote kpn appellera culture E. Le Tableau 33
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résume, quant a lui, les profils de PHA obtenusgedte méme souche via ffaoxydation a partir
d’'acides gras. Les monomeéres a 12 et 14 carbonesmeétre saturés et/ou insaturés. Lors de la
guantification des PHA produits au cours de cédtése, le coefficient de réponse de la forme saturé
est utilisé pour déterminer les concentrationsrdesomeres saturés et (poly-) insaturés. Il y a donc
un biais dans la quantification des PHA produits lpaméthode de dosage utilisée dans cette thése
(voir Matériels & Méthodes).

Tableau 32 : Récapitulatif des profils monomériques obtenus a partir de la voie de biosynthése des acides gras

Pourcentage relatif des monomeéres de PHA (mole.mdle
Substrat 3-HHx 3-HO 3-HD 3-HDD:1 3-HDD 3-HTD:1 3-HTD Références

Glucose tr 8.3 75.8 7.8 6.9 1.2 tr )
Eggink et al. 1992
Glycérol 24 245 62.0 7.2 3.2 0.6 0.1
Glycérol ND 11.6 884 ND ND ND ND
Glucose ND 271 729 ND ND ND ND
) Haywood et al.
Acide
. 1990
gluconique  ND 227 77.3 ND ND ND ND
Fructose ND 19.3  80.7 ND ND ND ND
Marsudi et al.
Glycérol 3.2 20.8 70.0 2.8 3.0 0.3 0.0 2008
Acide
gluconique ND 42.8 57.2 ND ND ND ND  Y.-J.Chenetal
Fructose ND 254 746 ND ND ND ND 2014
Glycérol 2.9 18.2 62.1 8.0 8.3 0.5 0.0 Culture B
Glucose 1.2 149 624 6.2 6.4 5.5 3.4 Culture E

On constate que les profils de monomeéres de PHluitls a partir de glycérol ou de
carbohydrates comportent un type de monomere rtajeriqu’est I'acide 3-hydroxydécanoique
(>55% mole.molé des monomeres totaux) lorsqu’ils sont produitslaasoucheP. putida Pour les
cultures B et E, le taux de monoméres insaturéesgectivement de 8.5 et de 11.7% (mole.fole
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Tableau 33 : Récapitulatif des profils monomériques obtenus a partir du catabolisme des acides gras

Pourcentage relatif des monoméres de PHA (mole.mdle

3- 3- 3- 3- 3- 3- 3- 3-
Substrat HHx HO HD HDD:1 HDD HTD:2 HTD:1 HTD Références
Acide oléique 6.1 38.4 31.5 tr 12.2 ND 11.7 tr
Acide Waard et al. 1993
linoléique 7.7 442 220 14.3 ND 13.8 ND ND
Acide oléique 6.5 49.0 33.6 1.6 7.1 ND 1.9 0.4  Marsudi et al. 2008
Acides gras Cromwick et al.
libres 6.0 53.8 229 1.8 9.1 ND 4.8 1.6 1996
Acide oléique 6.1 38.4 314 ND 13.2 ND 11.7 ND Eggink et al. 1992
Acide gras 7.0 31.1 30.1 2.6 14.6 2.0 11.1 1.5 Culture A
Glycérol +
Acide gras 5.1 20.3 35.0 3.4 19.1 2.4 13.0 1.7 Culture C

A partir d’acides gras, les profils sont plus hgéees dans la répartition des différents types
de monomeéres. Si les 3-hydroxyoctanoate et 3-hydiénanoate sont plus présents, aucun n'émerge
véritablement (sauf Marsudi et al. 2008 et Cromwétlal. 1996). La part des monoméres a 12 et 14
carbones est beaucoup plus importante comparée paapuits des cultures sur glycérol ou
carbohydrates. Parmi ces monoméres, un forte pacidd 3-hydroxytétradécanoique comporte une
insaturation et une faible part en a deux. Uneigatés acides 3-hydroxydodécanoique possede
également une insaturation. Pour la culture A,de pinsaturé est de 15.7% (mole.mYletandis
gu'il est de 17.8% pour la culture C. Eggink 199pliue que la présence de ces monomeres de PHA
insaturés prouve I'implication de I'enoyl-CoA isoraée dans le processus de production de PHA. La
présence ou non d’une insaturation sur le monouk&pend de la nature de I'acide gras a son origine
(Figure 57) (Silva-Queiroz et al. 2009). A partie d’acide stéarique ou palmitique, aucun des
monomeres produits ne sera insaturé. Lorsque Eaaliéique seul est utilisé comme substrat, certains
monomeres a 14 carbones peuvent avoir une insatue position 5. L'acide linoléique permettra
d’obtenir des composés a 12 carbones insaturés &tfa 14 carbones avec deux doubles liaisons.
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Figure 57 : Exemples de monomeéres de PHA pouvant étre produits a partir d’acide oléique et linoléique

ChezP. putidaKT2440, que les PHA soient produits via la syn¢thes le catabolisme des
acides gras, les PHA synthases intervenant dap®lianérisation (PhaCl et PhaC2) ont peu de
différences de spécificités (Huisman, 1989). L&dénce de profil du polymére en fonction de laevoi
métaboliqgue empruntée n’est donc pas le résultht seule spécificité de cette enzyme.

La voie de biosynthese des acides gras est enggruenh condition de croissance, pour
produire les acides gras nécessaire au renouveiteshed la croissance des membranes plasmiques.
Les acides gras principalement retrouvés dansHespholipides de ces membranes comportent en
moyenne entre 16 et 18 carbones chez cette soHameet al. 2014). Pourtant, lorsque I'apport en
substrat de type carbohydrates/glycérol est supéaiéa demande anabolique, ce sont des monoméres
a 10 carbones que I'on retrouve dans les PHA ptogar cette voie et non des composés a 16 et 18
carbones. Pour Rehm & Mitsky (2001), ce phénoméarpbque par la spécificité de la R-3-
hydroxyacyl-(ACP-CoA) transférase, également app#iéG pour les monomeres a 10 carbones. En
effet, la PHA synthase ne prenant en charge que 3degdroxyacylCoA, il faut que les 3-
hydroxyacylACP générés par la voie de biosynthése des acidesgierst au préalable convertis par
PhaG.

La p-oxydation, chez cette souche, permet de cataboligenporte quel acide gras
saturé/insaturé quel que soit sa longueur de chareque I'apport de carbone est supérieur a la
demande anabolique, il y a une déviation des irddraires carbonés vers une voie de stockage que
sont les PHA comme le montre la Figure 58. Cesrmdeiaires en exces sont alors directement
disponibles pour la PHA synthase.
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Figure 58 : Déviation des intermédiaires cataboliques des acides gras vers la production de PHA

De ce fait, le profil des intermédiaires déviésipait dépendre du rapport entre la vitesse
spécifiqgue d’assimilation du substrat par la celled le taux de croissance résiduel et/ou partdsse
spécifique de production de PHA. L’étude de I'effain inhibiteur de la voie catabolique des acides
gras peut permettre d’évaluer les potentialitésmbelulation du profil monomérique des PHA en
déstabilisant la distribution intracellulaire durlmane. Il existe plusieurs inhibiteurs de cetteeyoi
comme l'acide salicylique (Glasgow et al. 1999)atide acrylique (Kessler & Witholt, 2001; Qi et
al. 1998; Thijsse, 1964). D'aprés ces auteurs,dssx molécules inhibent I'acyl-CoA synthétase
responsable du passage des acides gras a traveesnlarane plasmique et de leur activation en leur
ajoutant un coenzyme A. L'acide acrylique agirgalément sur I@-cétothiolase qui est 'enzyme
séparant un acétyl-CoA de I'acyl-CoA concluant mimstour de lap-oxydation (Green et al., 2002).
Si l'acide acrylique est parfaitement miscible déeau, I'acide salicylique a une limite de solutéil
de 2 g.[* dans I'eau. Par commodité, c’est I'acide acryliquea été retenu pour I'étude présentée ci-
apres.

1.2 Influence de la PHA synthase sur le profil de PHA obtenus a partir
d’acide gras

La culture présentée dans cette étude sera noredeure F » dans la suite de ce manuscrit.
I.2.1 Stratégie de la Culture F

La culture a partir d'acide gras est décomposédeex phases. La phase de croissance a un
taux de croissance constant égale & 0:38ehna controlée par I'alimentation exponentiellesebstrat
carboné jusqu’a obtenir 10 g'Lde biomasse catalytique correspondant au momentapote du
milieu minéral initial sera épuisé. Au cours deplaase de production de PHA, une croissance

Document confidentiel 141



Résultats - Partie C: Détermination des parametres influengant leaatéristiques des PHA produits

résiduelle est assurée par un flux d’alimentationagote constant de telle sorte que le taux de
croissance résiduel sera quasi constant et égd)2atd (en réalité il tendra vers 0.01" fau fil de
'augmentation de la concentration en biomassdytafae).

On cherche a voir si I'action de I'acide acryliq@ayactérisée par une réduction du potentiel
de croissance, entraine un ralentissement ¢ieobaydation, une modification de I'accumulation des
intermédiaires de dégradations et par conséqusenndaoméres de PHA tout en laissant la possibilité
d’une production d’'acétyl-CoA nécessaire a la potidn d’énergie, requise en phase de production,
ne serait-ce que pour I'activation des acides lnasde leur assimilation. La concentration minienal
inhibitrice (CMI) de l'acide acrylique cheR. putidaKT2440 n’est pas connue. Or, une inhibition
totale de cette voie bloguerait totalement la sanise. Il est donc important d’apporter juste cé qu
faut en inhibiteur pour observer un effet sans ldogotalement la voie. Pour cela, au cours de la
phase de croissance de la culture, lorsqu'une otrat®n suffisamment importante de biomasse
catalytique sera obtenue (environ 51,Lde I'acide acrylique sera ajouté au goutte dtggusqu’a
observer un effet d’inhibition. L’objectif de I'étle n’est pas de quantifier I'effet de I'acide aiye,
mais simplement de constater ce qu'il pourrait eg@er sur le profil des PHA en fin de culture. En
effet, I'action de I'inhibiteur de I#-oxydation pourrait faire s’accumuler soit de maaiglobale les
intermédiaires 3-hydroxyacyl-CoA au sein de la uell élargissant ainsi le spectre de possibilité
d’ajouts de monomeres par la PHA synthase au pognseit un intermédiaire préférentiel permettant
d’obtenir un profil ou I'un des types de monomesesait largement majoritaire. Cette inhibition du
catabolisme des acides gras pourra étre observégnensur la vitesse de production de dioxyde de
carbone, si celle-ci diminue aprés I'ajout d’aciaerylique. Au cours de la phase de production,
l'inhibiteur sera ajoutée régulierement afin demtenir et/ou d’accentuer son effet sur la culture.

1.2.2 Effet de I'acide acrylique sur la culture de production de PHA

La phase de croissance a duré 10.5 heures s@sayids. Le taux de croissance expérimental
obtenu est égal & 0.27"hLes premiers ajouts d’inhibiteur sont effectuésbmut de 8 heures de
culture. La Figure 59 présente I'évolution de leesse de production de @ partir du premier ajout
d’inhibiteur jusqu’a la fin de la phase de croig=anOn y trouve également I'évolution du rapport
[Inhibiteur]/X asur cet intervalle de temps indiquant les momeuaties ajouts ont été réalisés.
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Figure 59 : Evolution de la vitesse de production de dioxyde de carbone (courbe noire) et de la concentration en inhibiteur
ramenée a une unité de biomasse catalytique (courbe continue grise) au cours de la phase de croissance de la culture F

La zone notée A représente le systéeme avant lei@r@jout de I'acide acrylique. Aprés celui-
ci, permettant d’obtenir une concentration d’intébir de 2 mg.L* dans le milieu réactionnel, on ne
constate aucun changement dans la dynamique dt@rolde la vitesse spécifique de production de
CO;, (zone B). Le second ajout (4 mg.totaux) provoque une bréve chuterdg avant qu'elle ne se
stabilise (zone C). L'effet inhibiteur de l'acidergligue commence a étre observable. Aprés les
troisieme (zone D), quatrieme (zone E) et cinquiapeats (zone F), les méme effets sont observées.
Au terme de la phase de croissance, I'effet inbilvide I'acide acrylique est effectif. Il y a, apun

rapport [Acide acrylique]/ ¥, supérieur a 1.2 mg’gce qui équivaut a une concentration de 10 fhg.L
du composé&lans le milieu de culture.

Au cours de la phase de production, 4 nouveaunt@jsont effectués (Figure 60), pour
atteindre une concentration finale de 18 rfig.Les mémes effets sont notés sur la vitesse de
production de dioxyde de carbone.
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Figure 60 : Evolution de la vitesse de production de dioxyde de carbone (courbe noire) et de la concentration en inhibiteur
ramenée a une unité de biomasse catalytique (courbe grise) au cours de la phase de croissance de la culture F

L’effet inhibiteur de I'acide acrylique a été cta® tout au long de la culture. Le degré
d’inhibition, méme s'il n’est pas quantifiable, agmenté au fil des ajouts de l'inhibiteur par rap@o
la biomasse catalytique synthétisée.

Au terme de 45 heures de culture, 36.3'gde biomasse totale, ayant accumulé 53%%g.g
de PHA, ont été synthétisés. Tout au long de l&uilun léger exceés de substrat résiduel a été
maintenu dans le milieu réactionnel afin d’assutes cinétiques d’assimilation de substrat et de
production de PHA non limitées.

L'évolution des vitesses spécifiques au cours aledlture (Figure 61) ne montrent pas
significativement d’effet de I'acide acrylique.
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Figure 61 : Evolutions des vitesses spécifiques de consommation du substrat (carrés noirs), de production de PHA (ronds
vides), de croissance (carrés gris) et de la concentration en inhibiteur ramenée a une unité de biomasse catalytique
(courbe continue grise) au cours de la phase de production de la culture F
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D’aprés la littérature, cet inhibiteur a pour antid'altérer I'activité de Ig-cétothiolase. Par
conséquent, le flux d'acétyl-CoA libéré parflaoxydation devrait diminuer. Dans notre stratégee d
culture, la limitation azote qui impose le taux aeissance résiduel est plus importante que I'effet
d’'inhibition sur le potentiel de croissance, c’pstrquoi le taux de croissance ne semble pas affect
et est de l'ordre de 0.01 - 0.02.H_es différents ajouts d’inhibiteur n’entrainentcan changement
immédiat dans I'évolution des vitesses spécifigiegonsommation des acides gras et de production
de PHA. On ne peut donc constater de I'effet dedd@acrylique qu’en effectuant I'analyse des gaz d
sortis de fermenteur. Le fait qgg; ne diminue pas avec les ajouts d’inhibiteur moqre, jusqu’a
18 mg.L' d'acide acrylique dans le réacteur, l'activité Hacyl-CoA synthétase, permettant
I'activation des acides gras au moment de leumalsgion dans la cellule, n'est pas inhibée.

A taux de croissance résiduel équivalent (en®& et 0.02 H), les valeurs dg,; etqpya de
cette culture sont supérieures a celles de lareul) sur acides gras a 30°C sans inhibiteurs (voir
Figure 50 & Figure 61). Le fait que les vitesseéciiques de production de PHA aient augmenté
signifie gqu’elles ont été favorisées par une didpbté plus importante en intermédiaires 3-
hydroxyacyl-CoA par action de l'inhibiteur. La disiution du carbone au sein de la cellule a doéc ét
différente avec ou sans inhibiteur. L'ajout d’aciderylique a provoqué une dissipation accrue en
énergie (voir Figure 62) caractérisé par une pridni@lus importante de dioxyde de carbone.

Culture A Culture F

Figure 62 : Comparaison de la répartition du carbone entre la culture A (sans inhibiteur) et F (avec acide acrylique)
lorsque le taux de croissance résiduel est compris entre 0.01 et 0.02 h?!

Comme montré dans la partie A des résultatB;daydation produit des molécules d’acétyl-
CoA et des coenzymes réduits. Ces coenzymes atantaéne part de I'acétyl-CoA servent de source
d’énergie a la cellule. L'acide acrylique inhibd&attivité de lap-cétothiolase, les flux d’acétyl-CoA
et de coenzymes réduits (FAREt NADH,), générés par IB-oxydation, diminuent. Pour compenser
la diminution du flux de coenzymes réduits nécessai la satisfaction de la demande énergétique, il
est possible que la distribution de I'acétyl-CoArerénergie et biomasse catalytique (comme source
de carbone) ait changé en augmentant la part glaCé® transformée en énergie. Ce phénomeéne
pourrait expliquer la diminution du rendement expéntal de croissance lors de la culture F.

L'objectif de cette culture est de voir si I'ajaditin inhibiteur du catabolisme des acides gras

permet de moduler le profil des PHA finaux obteriiesdiagramme de la Figure 63 indique le profil
monomérique au point final des PHA produits lordedeulture F, comparé a celui de la culture A.
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Figure 63 : Profil monomérique au point final de la culture sur acide gras a 30°C avec (culture F -gris clair) ou sans (culture
A - gris foncé) inhibiteur de la B-oxydation

On remarque, que la part dacides 3-hydroxyhexares et 3-hydroxyoctanoiques a
légérement augmenté au détriment des acides 3ydivdécanoiques et 3-hydroxytétradécanoiques
en présence de l'inhibiteur. Le nombre de carbanegen par monomeére des PHA de cette culture
égal a 9.78 est légérement inférieur aux PHA détsres sur acides gras sans inhibiteur qui ont en
moyenne 10.02 carbones. Toutefois, le faible édarprofil, entre les cultures A et F, malgré une
amélioration de la disponibilité des intermédiaiBelsydroxyalcyl-CoA par I'acide acrylique (dans la
culture F), laisse penser que cette répartitionan@@rique est le reflet de la spécificité de la PHA
synthase.
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II- Propriétés des polymeres produits

I1.1 Caractérisation des polymeres

Les parametres influant sur la composition monamérdes PHA produits au cours de cette
thése ont été détaillés dans le paragraphe précdidest également intéressant et nécessaire ldéva
certaines propriétés caractérisant les polymergesiexet purifiés par des analyses DSC et de SEC
(voir Matériels & Méthodes). L'objectif est d'évau s'il est possible d'établir des liens entre la
conduite de la culture, les phénomenes biologiomds en résultent et les caractéristiques des
polymeres finaux synthétisés. De plus, les PHA aitstrprovenant des différentes productions
réalisées présentent des aspects trés différeessphlyméres synthétisés a partir de glycérol et de
glucose ont I'aspect d’un film élastique non cdllérultures B & E), tandis que les autres ressentble
a des pates tres collantes et non maniables (eslurC, D & F). Il est donc intéressant d’évaluwes,
ces analyses, si cette différence visuelle d’aspectve son explication dans des différences de
caracteéristiques. L'ensemble des résultats deysesmldes PHA produits au cours du doctorat sont
résumes dans le Tableau 34.

Tableau 34 : Caractéristiques thermoplastiques et de composition de MCL-PHA produits au cours des différentes cultures
de la thése

Culture Substrat M,, Ip T AHg\¢ Ty

(kDa) (°C)  (.9) (C)
A Acide gras 78.5 1.28 non non -48.8
B Glycérol 92.6 141 471 1456  -47.8
C Acide gras + Glycérol 94.4 1.41 non non -46.0
D Acide gras 88.8 1.38 non non -47.1
E Glucose 77.7 1.30 456 7.08 -45.6
F Acide gras 125 2.29 non non -45.9

Les valeurs de masses molaires moyennes en pbidsndice de polydispersité ont été
déterminées par le détecteur RI de I'analyse dencatographie a perméation de gel. Aucune
détection de ces polymeéres n’a eu lieu avec lectite UV. Cela signifie que la part de monomeres
insaturés est reste faible devant la part de moresrgaturés au sein de ces PHA, ce qui correspond
aux valeurs de taux de monomeéres insaturés aulegipolyméres présentées précédemment.

Les températures de transition vitrelfig®nt des valeurs tres proches, entre -45 et -493€,
gue soit le substrat, la conduite de culture arolaposition monomérique des PHA finaux.

Il n’y a par contre de températures de fusion’enttialpies de fusion associées que pour les
cultures B et E au cours desquelles les polymereété produits via la voie de biosynthése deseacid
gras. Les PHA n’ayant pas @g sont totalement amorphes a température ambial@esémble des
polymeres dont le caractéristiques sont préserdans le Tableau 34 sont a I'état caoutchoutique
PUiSQUET ), (20-25°C) est compris entre |€Gy et leurTs,,.
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On constate que les valeursMg présentes dans le Tableau 34 sont trés varialibed de
78 a 125 kDa. La culture F a une masse molaire m®yen poids égale a 125 kDa alors que les
autres sont comprises entre 78 et 94 kDa.

II.2 Formulation au cours de I'extraction

Comme énoncé précedemment, les aspects des Pratert purifiés different en fonction
de la voie métabolique empruntée. Des mélangesnu®#s lyophilisés des cultures A (PHA
synthétisés a partir d'acides gras) et B (PHA pitsda partir de glycérol) ont été effectués avant
I'extraction des PHA au chloroforme (voir Matéri€sMéthodes pour le protocole d’extraction). Les
différentes formulations, le pourcentage molaire mlenoméres insaturés et les compositions
monomeriques des polymeres obtenus sont préseamédedTableau 35.

Tableau 35 : Récapitulatif des formulations de MCL-PHA effectuées et compositions monomériques des produits finaux

% (9.97) % (mole.mole?)
Modt culture A Mot culture B %Insat 3-HHx 3-HO  3-HD 3-HDD 3-HTD

0 100 8.5 2.9 18.2 62.1 16.3 0.5

10 90 9.2 3.3 19.5 58.9 16.4 1.9
25 75 10.3 3.9 21.4 54.1 16.5 4.0

50 50 12.1 5.0 24.7 46.1 16.8 7.6
75 25 13.9 6.0 27.9 38.1 17.0 11.1
90 10 15.0 6.6 29.8 33.3 17.1 13.2
100 0 15.7 7.0 31.1 30.1 17.2 14.6

Les produits obtenus ont ensuite été analysés alysas SEC et DSC. Le Tableau 36 en
présente les résultats.

Tableau 36 : Caractéristiques thermoplastiques des PHA apres formulation

~ % (g'g-l) " My, Ip Tm Tg AHgys
Modt culture A Modt culture B (kDa) ) () @39}
0 100 92.6 1.41 471  -47.8 14.59
10 90 81 1.62 48.2 -47.9 15.85
25 75 83.5 1.99 472 -49.1 12.00
50 50 84.6 2.00 46.0 -48.1 9.45
75 25 848 2.09 446 -484 3.87
90 10 83.5 2.07 44.4 -49.1 2.49
100 0 785  1.28 non  -48.8 non

Bien que les PHA de la culture A ne présententdeatempérature de fusion une fois extrait,
'ensemble des polyméres obtenus aprés formulaioont une. On note que plus la part des PHA
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produits a partir d’acides gras est grande, Blyest bassed,, etT, different peu d’'un produit de

formulation a l'autre. L’évolution de I'enthalpieedusion en fonction des proportions relatives de
PHA produits a partir d'acides gras et de glycéstlprésentée dans la Figure 64.
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Figure 64 : Evolution de I’enthalpie de fusion des polyméres en fonction des parts relatives de PHA formés lors des
cultures Aet B

Plus la part de polyméres synthétisés a partiglgeerol est grande dans le mélange, plus
I'enthalpie de fusion est élevée, et donc plusie e cristallinité du produit est important.

L'aspect film non collant, caractéristique de lature B, se retrouve pour les mélanges
comportant 50% ou plus de PHA produits & partiglgeérol. Dans ces conditions, le comportement
cristallin du polymére prend le dessus sur le caotgpaent rhéologique correspondant & une pate
collante des polyméres synthétisés a partir d'acigeas. De plus, on a vu que les polymeres
synthétisés a partir d’acides gras avaient un ¢eusmnonomeres insaturés supérieurs a ceux produits a
partir de glycérol (ou glucose). On peut supposer ¢g taux de monomeres insaturés est lié au degré
de cristallinité. En effet, de par leur structurel@culaire coudée, les monomeres insaturés ne
favorisent pas les interactions hydrophobes ersechaines carbonées des différents monomeres, ce
qui empéche le polymere de cristalliser. Il fauh@gue le pourcentage de monoméres insaturés soit
inférieur ou égal & 12.1% (mole.md)gour que le polymeére formulé ait 'aspect d’umfélastique.
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III- Discussion

Ce chapitre a permis d’étudier les paramétresantisur le profil monomérique des PHA et
les caractéristiques plasturgiques de ces polyméres

Les caractéristiques des polymeres produits lessdifférentes cultures de cette thése peuvent
étre comparées aux donneées issues de la littéatésentées dans le Tableau 37. Il a été montré que
le profil monomérique des PHA était en partie délaem de la nature du substrat utilisé. Les PHA,
synthétisés via la voie de biosynthése des acides gnt des profils comportant une majorité d'acid
3-hydroxydécanoique (cultures B, E & Miura et @13), alors que les polyméres obtenus par le
catabolismes des acides gras ont des profils glosfenes en terme de répartition des monoméres
(cultures A, C, D, F, Ashby & Foglia 1998, Chan 8tral. 2010, Méejko & Ciesielski 2013 & 2014).
Abe et al. (2012) a effectué des cultures au cdesgjuelles la demande anabolique est satisfaite par
un apport de glucose et les PHA sont synthétiggetr d’acide gras a 6, 8, 10 ou 12 carbones. Les
PHA alors obtenus sont constitués de presque 1@¥4ndnomeéres comportant le méme nombre de
carbones. Ces acides gras a moyenne chaine latéralgourtant empruntée Rroxydation pour
devenir PHA. Les polyméres obtenus par Abe et 2012) montrent que ce n’est pas la voie
métabolique qui détermine le profil monomériqueswirtout le substrat.

Pour ce qui concerne la production de PHA vig-taxydation, Huijberts & Eggink (1996)
avaient observé qu'a des taux de croissance élgyeéa, moins d’acide 3-hydroxytétradécanoique au
sein des PHA produits a partir d’acides gras glea jd faibles. Lageveen et al. (1988) évoque
I'existence d’'un point clé au sein de flaoxydation ou l'intermédiaire carboné a le choixren
I'anabolisme ou la production de polymere. Ce cls@irait dicté par des différences d’affinités entre
la PHA synthase et les enzymes du catabolisme deédgsagras. Par conséquenty &aible, les
intermédiaires a longues chaines latérales onplugegrande probabilité d’étre stockés sous forme d
PHA alors qu'au élevé ce serait les intermédiaires plus courts Nsultats ne sont pas en accord
avec cette théorie puisque les polyméres syntisétsd des cultures A, C & D, ou les taux de
croissance résiduels étaient trés différents, @ te méme profil monomeérique final. La cultura F
permis de montrer que le profil obtenu sur acides @tait globalement dépendant de la spécifiaté d
la PHA synthase méme s'il reste |légerement modeilablutilisant des inhibiteurs defleoxydation.

A partir de cette conclusion, les profils de PHAAlee et al. (2012) peuvent étre expliqué par le fai
gue les substrats de production ont un nombre deoca correspondant a I'affinité de la PHA
synthase.

Via la voie de biosynthése des acides gras, |8l ples PHA trés riche en monoméres a 10
carbones serait d0 a la spécificité de la R-3-hwyghoyl-(ACP-CoA) transférase d’'aprés Rehm &
Mitsky 2001.
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Tableau 37 : Caractéristiques thermomécaniques et de composition des MCL-PHA produits par des souches du genre Pseudomonas

% (mole.mole?)

Substrat 3-HHx 3-HO 3-HD 3-HDD 3-HTD M,, Ip Tm AHps Ty Références

(kDa) (°C) (.9 (0

Acide gras 7.0 31.1 30.1 17.2 14.6 78.5 1.28 non non -48.8 A

Glycérol 29 18.2 62.1 16.3 0.5 92.6 1.41 471 1456 -47.8 B

Acide gras + Glycérol 5.1 20.3 35.0 22.5 17.1 94.4 1.41 non non -46.0 C

Acide gras 5.4 24.7 38.1 19.4 13.0 88.8 1.38 non non -47.1 D

Glucose 1.2 14.9 62.4 12.6 8.9 77.7 1.30 456 7.08 -45.6 E

Acide gras 7.8 35.9 28.5 14.9 12.9 125 2.29 non non -45.9 F

Glycérol 35 28.2 49.9 18.4 0.0 58 1.40 n.d. n.d. n.d. Miura et al. 2013

Acide Octanoique 1.2 98.8 0.0 0.0 0.0 160.8 2.40 51 29 -47

Acide Décanoique 0.0 0.0 100 0.0 0.0 138 2.00 69 40 -53

Acide Hexanoique 100 0.0 0.0 0.0 0.0 193.6 2.20 59 34 -28 Abe etal. 2012

Acide Dodécanoique 0.0 0.0 5.0 95.0 0.0 91.8 1.80 69 57 n.d.

Acide Oléique 13.7 32.7 30.8 11.7 11.1 146 2.00 42 10.7 -44

Huile de lard 9.8 30.0 33.4 154 11.4 1394 1.66 39 9.5 -46 )

Huile d’olive 12.4 32.8 31.8 12.6 104 119 1.65 41 10.7 -45 Ashby & Foglia 1998

Huile de coco 10.6 40.6 32.8 13.8 2.2 165 1.63 48 12.3 -38

Acide Oléique 6.8 46.7 28.5 10.7 7.3 60.9 2.00 n.d. n.d. -44.1 Chan Sin et al. 2010

Déchets d’huile de palme 0.0 48.0 39.1 12.9 109 1.68 86 n.d. -55 Mozejko & Ciesielski 2013

Déchets d’huile de colza 14.4 51.1 26.6 7.9 0 144 2.48 46 2.5 -38 Mozejko & Ciesielski 2014
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La température de fusion des polymeéres caractiériseangement de transition secondaire du
polymere de I'état caoutchoutique a I'état fondienthalpie de fusiotHr,; permet d’évaluer le taux
de cristallinité du polymére. On constate que lalgméres synthétisés au cours des cultures A, C, D
& F n'ont pas deT,, alors que ceux des cultures B & E en posséde Qatte observation peut
s'expliquer par plusieurs facteurs.

Premierement, d’'aprés Tortajada et al. (2013), laldisaction molaire de monomeres insaturés
est grande au sein du polymére, plus basses desompératures de fusions et de transition \s&eu
du fait d’'une inhibition de la cristallisation duolpmére par ces doubles liaisons. En effet,
l'insaturation provoquant un coude dans la chadibérdle. L'écart stérique entre les chaines lagral
augmente alors, ne permettant plus la mise en piiecdiaisons hydrophobes qui facilitent la
cristallisation. On a vu précédemment que la foactnolaire de monomeres insaturés est directement
dépendante de la nature des acides gras utilisémeosubstrat de production (voir Figure 57). Il
semble donc possible de moduler ces deux cardijags thermiques par le choix d’'un substrat brut
plus ou moins riches en acides gras polyinsatii@gours d’aprés Tortajada et al. (2013), la sys¢hé
d’'acides 3-hydroxyalcanoiques insaturés est presglie par la voie de biosynthese des acides gras,
par conséquent la cristallisation s’effectue plslément. Les résultats des formulations précédent
ont confirmé cette tendance, puisque les polymgyast un taux de monomeres insaturés inférieur ou
égal & 12.1% (mole.molg ont un degré de cristallinité suffisant pour gairaune certaine rigidité au
film plastique.

Enfin, le second aspect, pouvant influer le tauxugtallinite et donc IdHy, s du polymere,
est sa composition monomérique. D’aprés les doniséass des cultures A-F et de Abe et al. 2012,
on peut affirmer que pour favoriser la formationogs zones cristallines, il semble préférable dravo
un type de monomére de PHA majoritaire au sein aynpere, de telle sorte que des interactions
hydrophobes entre chaines latérales de mémes larsgyelissent se mettre en place aisément
(Tableau 37). Toutefois la réciproque n'est pasev(Ashby & Foglia 1998), ce qui prouve que le
profil monomérique des PHA n’est pas le seul aspennettant d’obtenir des PHA ayant des zones
cristallines.

Les valeurs de masses molaires moyennes en po&gnpées dans le Tableau 37, sont tres
variables en fonction des auteurs. Les valeurdfgeles PHA des cultures A a E sont, elles, trés
proches alors que les dynamiques des culturesorguypermis leurs productions, ont été différentes.
Lors des cultures B et C, le taux de croissanomké en fonction du temps, selon des équatioria de
forme :u = a.t + b différentes (soitln = a.dt). Si I'on noteXpy4 'avancement de la production de
PHA par rapport a la quantité de PHA finale syritiéét (en % Cmole.Cmohe pour chacune des
cultures,ona:

1 t 1 il .
Xpaa = 5o Jo Tpaa-dt = ———. | " rpya.d Equation 63
PHA = ppa, fo PHA aPHA; fuo PHA- AU quation

Avec : rpya : la vitesse de production de PHA (en Cmote.h
PHAy : la quantité finale de PHA de la culture (en Cehol
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La Figure 65 représente I'évolution de cet avanedme la production de PHA en fonction du taux de
croissance pour les cultures B et C.

1 Cd

g ¥
=~ 09 H o N
2 08 ™ -
S o7 O ee N
£ u Y
Q 06 Q o
Q Q ).\
= 05 oy "
o =N “ .
€ o4 % N >
S \ 3
g 0.3 o D\\ \..\
& 02 \ . A
® o1 o o AT
\HD o The
0
0 0.05 0.1 0.15
-1
u(h?)

Figure 65 : Evolution de I'avancement de production de PHA en fonction du taux de croissance pour les cultures B (carrés
gris) et C (losanges noirs)

On constate que les relations entre I'avancemeitd geoduction de PHA et le taux de croissance de
ces deux cultures sont linéaires. Par conséquergeot dire que les propriétés caractérisant les PH
produits lors de ces cultures sont des valeurs mm®g& Elles ne sont pas plus représentatives des
PHA synthétisés aux taux de croissance faiblexqur produits @ élevés. Les PHA de la culture A,
synthétisés & un taux de croissance relativememstant (entre 0.01 et 0.04Yh ont une masse
moyenne en poids tres proche de celle de la culuml le taux de croissance a évolué de 0.1514 0.0
h™ au cours fil du temps. Il semble donc que leswraleles masses molaires moyennes en pgjds
de ces expérimentations sont indépendantes denlandgue de la culture. Cette conclusion avait
également été relatée par Huijberts & Eggink, ()}@@6ori et al. (1994).

Selon Huisman et al. (1992) et Sim et al. (198v§oncentration en PHA synthase au sein de
la cellule pourrait étre un facteur déterminantrgdyy. Ces enzymes étant situées sur les membranes
des granules de PHA, il y a une initiation de pddyisation par PHA synthase. De ce fait, plus la
concentration en PHA synthase serait importantes fgd nombre de polymeére serait important et plus
la masse molaire moyenne en poids serait faiblatefois, le moyen de contr6ler cette concentration
en PHA synthase reste inexpliqué.

Il existerait également un effet appelé « endsedqrsque le substrat est le glycérol, ce qui
engendrerait des polymeéres a faible masse molaireessubstrat. Le glycérol viendrait se polymérise
ne laissant alors aucune fonction acide carboxglidjgponible pour prolonger I'élongation (Escapa et
al., 2013; Miura et al., 2013; Poblete-Castro gt28114). Toutefois cette hypothese parait surpitena
car il n'y a aucune raison que le glycérol puissieez dans la granule ou qu’il soit pris en chgrge
la PHA synthase.

Y

I a été montré que les PHA obtenus a partir destsats composés d’acides gras, bien
gu’intéressant du point de vue de la compositiomenwérique, ont un aspect ne permettant pas leur
manipulation a I'’échelle industriell& contrarioles films élastiques obtenus a partir de glyceouit
trés prometteurs. Cependant, le glycérol ne reptégpr'une faible part du carbone des substrats bru
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a valoriser (environ 15% du carbone du substrags @rmulations de ces deux types de PHA ont
permis d’établir que le facteur responsable dep&astétait le degré de cristallinité des polymeess.
dernier, directement corrélé a I'enthalpie de fasipermet aux polyméres de maintenir le
comportement mécanique d'un film a partir d’'uneevalAHs,; égale a 10 JY Cette valeur
correspond au mélange 50%-50% des modts lyophilieésilture réalisée a partir d’acides gras et de
glycérol. Dans ces proportions, le polymére devimanipulable. Toutefois, une culture avec une
alimentation composée d'un mélange de glycérol idescgras dans un rapport de 50%-50%
(Cmole.Cmol&) ne devrait pas permettre d’obtenir des PHA avedegré de cristallinité suffisant
pour avoir 'aspect d’un film.

Globalement, les polymeres obtenus lors de cesurade théses ont des masses molaires
moyennes en poids faibles. Seulement les leviertesquels agir, lors de la culture, pour augmenter
celles-ci demeurent obscurs. Il est néanmoins plesde conclure que, dans nos expérimentations, la
masse molaire n'est pas responsable de I'aspgutadiuit final. En effet, les PHA sous forme de film
élastique ou de péate collante ont des masses e®laipyennes en poids relativement proches. I
serait toutefois intéressant de tenter d’augmesiggificativement la masse molaire des polyméres
obtenus a partir d’acides gras par une réactiomigie de polycondensation pour évaluer s¥ja
peut, au-dela d’'une certaine valeur, influer suidalité du PHA.
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IV- Synthese des résultats

» Le profil monomérique des PHA est dépendant dutsatbst de la voie métabolique empruntée.
Par lap-oxydation, il semble que la spécificité de la Pelhathase détermine le profil, tandis que
via la voie de biosynthése des acides gras, c'ebé de la R-3-hydroxyacyl-(ACP-CoA)
transférase

» Les PHA ex-acides gras extraits ont I'aspect d'yége collante non maniable, totalement
amorphe, alors que les PHA ex-glycérol ont I'aspan film élastique non collant avec des
zones cristallines

» Le degré de cristallinité du polymere, caractépag I'enthalpie de fusion, est dépendant du taux
de monomeéres insaturés au sein du polymere etrauee du profil monomérique

» En effectuant de la formulation au moment de l'astion de polyméres synthétisés a partir
d’acides gras et de glycérol dans des proportienS036-50% massique, il est possible d’'obtenir
un film élastique manipulable

» Pour obtenir ce film élastique de PHA, il est néag® que les polyméres aient un taux de
monomeres insaturés inférieur ou égal & 12.1% mole.
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D- Production de PHA a partir de graisses de canard :
Etude de faisabilité

I. Introduction

Cette thése intitulée « Etude des potentialitéprdduction de polyhydroxyalcanoates a partir
de substrats de types acides gras » a pour otjeetifa détermination des paramétres d’optim@sati
du procédé de production de PHA a partir de graidsecanard par la soucRe putidaKT2440. Ce
substrat brut dont le gisement peut étre impontéegt pour le moment que peu valorisé (seulement
dans le secteur alimentaire). Les différentes oedtuprésentées précédemment ont permis de
comprendre le fonctionnement physiologique et nadigbe de la souche et d’établir que des PHA
d’intéréts industriels pouvaient étre synthétisgmdir des substrats simples tels que le glycgtol
les acides gras. Seulement, dans les graisses lagjne@s substrats se trouvent sous la forme de
mono-, di- et triglycérides. lls ne sont donc pasimilables directement (Walsh et al. 2015). La
souche pouvoir les hydrolyser dans le milieu gz sécrétion de lipases, qui rendront ces substra
simples et disponibles pour leurs consommationdgpiomasse. Shang et al. 2008 expliquent que la
soucheP. putidaKT2442 (souche KT2440 ayant acquis une résistarlaerifampicine) n'a pas cette
capacité de sécrétion de lipases et est donc ibleapmke croitre sur des graisses ou huiles non
hydrolysées. Cette conclusion a été confirmée patest de croissance sur boite (milieu minéral +
graisse) dont le résultat a été négatif. L’hydrelge ces graisses doit donc étre effectuée en atront
la culture pour rendre les substrats simples gtodibles pour la production de biomasse catalytique
et de PHA. Ce chapitre va détailler I'étude dedhikté du procédé global de production de polyrsére
a partir de ces graisses de canard jusqu’a I'eitrades polymeres produits, sans nécessairement en
faire une analyse aussi poussée que pour lesesijuécédemment présentées dans ce manuscrit.

I1. Hydrolyse enzymatique

Dans l'optique d’hydrolyser les graisses de canl@@RITT Bio-industrie a été sollicité afin
d’étudier la faisabilité de cette étape de traitehue ce substrat brut en testant deux types dedip
commerciales (Tableau 38).

Tableau 38 : Références des lipases testées pour I’hydrolyse des graisses de canard

Enzymes Fournisseur Activité fournisseur (U.mg") prix (€/1009)
Lipase Type VIl deCandida rugoss Sigma 885 ou 1117 417,00
Lipase OF Meito Sangyo 392 45,00

A partir de la composition des graisses de caeardcides gras (voir Matériels & Méthodes),
I'activité de ces lipases est testée en effectuarduivi, au cours du temps, de la quantité d’agrees
libérée ramenée a la quantité totale d’acides grésente dans les graisses Dans une solution g 500
de graisses par litre d’émulsion, les lipases thigutées a hauteur de 0.1% (g lipases. g gsdjsse
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Deux températures de travail ont été testées (80°45°C). L'expérience se fait & pH 7.0 grace a
I'utilisation d’'un tampon phosphate citrate (sabut stock acide citrique 0,1M et sodium phosphate
dibasique 0,1M). Le pourcentage d’hydrolyse le @les/é a été obtenu par la Lipase OF de Meito

Sangyo a 30°C et est présenté dans la Figure 66.
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Figure 66 : Suivi du pourcentage d’acides gras libres par rapport a la quantité d’acides gras totaux présents dans les
graisses (carrés gris) au cours de I’hydrolyse enzymatique (résultats du CRITT Bio-Industrie)

A partir de 5h d’hydrolyse, 92% des acides grastertus dans les graisses ont été libérés.
L’hydrolyse de ce substrat brut par les lipasestd8angyo est donc efficace. Toutefois, initialetnen
liquide a température ambiante, la graisse de dgmand en masse au cours de son hydrolyse. Le
milieu finit par devenir diphasiqgue comme sur latohde la Figure 67. La phase aqueuse contenant le
glycérol libéré se retrouve au fond alors que lagghorganique contenant les acides gras flotte a la

surface.

Figure 67 : Photo de I’hydrolysat des graisses de canard a température ambiante
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Ce changement d'état est d0 & une différence e ge fusion entre les triglycérides et les
acides gras libres. Plus précisément, cette soldibn de la phase grasse provient de I'importante
proportion en acides gras saturés (26 % Acide pignei C16:0 et 6.8% Acide Stéarique C18:0) dont
le point de fusion est supérieur a la températmbiante, respectivement 63.1°C et 70°C (David R.
Lide, 2008). Inoue et al. (2004) a présenté unrdiagne dans lequel sont représentés les états
physique d'un mélange d’'acides oléique et palmitigm fonction de leurs proportions respectives
(Figure 68).
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Figure 68 : Diagramme de phases du mélange acide oléique (OA) — acide palmitique (PA) construit a partir de résultats de
DSC. Sp, : Acide palmitique a I'état solide ; Sopa €t Soay): Acide oléique solide sous les formes polymorphiques a et y
(Inoue et al. 2004).

Si I'on simplifie la composition des graisses ensidérant tous les acides gras saturés comme
de l'acide palmitique (33% des acides gras totaunt saturés dont 26% d’acide palmitique) et les
insaturés comme de l'acide oléique (67% des aqyas totaux sont insaturés dont 50.6% d’acide
oléigue). Dans ces proportions et a températuraaantd) le mélange d’acides gras libres est a I'état
liquide-solide. Les insaturés sont liquides tampis les saturés sont solides.

Les hydrolysats de graisses de canard ne resiantghs homogenes et leur état empéche leur
transport vers le bioréacteur afin de servir dessab a la production de PHA pé&. putida Un
couplage de 'hydrolyse enzymatique et de la fetateon est donc envisagé. On appellera cette
culture G dans la suite du manuscrit

Dans les conditions d’hydrolyse testées précédemmie flux d'acides gras libérés

(@/Y4TolYséy est équivalent & 90 glth™. Cette valeur est largement supérieure au flugidéagras
pouvant étre assimilé par la souche aux vues de#tats expérimentaux des cultures sur acides gras
simples déja présentéaBjes™1¢ = 1.5 g..".h"). Le flux d’assimilation étant faible, il est nésaire

Document confidentiel 158



Résultats - Partie D: Production de PHA a partir de graisses de canatdde de faisabilité

de vérifier gu'a une concentration en graisseddajld’activité enzymatique est toujours effectiide

plus, la synthése de PHA s’effectuant en limitateaote et les lipases étant des protéines, sources
d’'azote, il faut vérifier que ces enzymes ne s@# gegradées par d’éventuelles protéases sécrétées
par la biomasse dans ces conditions. De nouveatx déhydrolyses enzymatiques (effectués avec le
CRITT Bio-Industrie) a des concentrations en gesisiibles (1.5 g.t) ont permis de conclure que
I'activité était plus lente mais toujours effectiv@’autres tests ont permis de s’assurer de la non-
dégradation des lipases en condition de carende aaderme de 70 heures de culture.

Grace a I'ensemble des résultats fournis par |ETCMIo-industries, on peut déterminer un
ratio Enzyme/Substrat de travail. Bien que ce raiopermette pas de déterminer la vitesse de
I'hydrolyse, il nous aidera a conduire la culturee® réacteur 20 L. Pour que le flux d’acide gras
hydrolysé corresponde au flux d’acide gras pouear assimilé par la biomasse catalytique, le ratio
Enzyme/Substrat de 0.001, imposé par le CRITT, nadugtre divisé par 60. Toutefois, dans I'espoir
d’'approcher la vitesse d’hydrolyse maximalg,{y et parce que cela ne représente pas une trédegran
quantité d’enzyme, ce ratio n’est divisé que par 10

IIl. Couplage de I'hydrolyse enzymatique et de la fermentation:

Culture G

I11.1 Stratégie de la culture G

Une phase de croissance sur glucose est contpilée produire 10 gt de biomasse
catalytique selon un taux de croissance consta@talg' (j1,,,,, = 0.65 i (Davis et al. 2015)) jusqu’a
atteindre I'épuisement en azote du milieu minérial.

La phase de production s’effectue avec des gmidsecanard comme source de carbone. On
ajoute également des lipases selon le ratio étinis la partie D-ll. Une croissance résiduelle est
maintenue selon un taux de croissance de I'ordi@.@& I & I'aide d’une alimentation constante en
ammoniaque. Ce taux de croissance va donc évoleer 0.03 H au fur et & mesure que la
concentration en biomasse catalytique va augmedmdesuivi du coefficient respiratoire et du rapport
Caccumulé/cajouté sont de bons indicateurs nous permettant de savtaircroissance et la production
ont bien lieu simultanément (respectivement QR 650etYsy, = 0.7 Cmole.Cmolé). Comme
précédemment, il est préférable de ne pas accutnafede graisses non hydrolysées et d’acides gras
libres dans le milieu réactionnel. Malheureusemantune méthode de dosage des triglycérides n'a
été développée au cours de ces travaux. Il estftositpossible de connaitre la quantité de graisses
envoyée dans le bioréacteur par pesée. Afin d'essdes productivités maximales dans ces
conditions, il est nécessaire de maintenir un legees d'acides gras libres dans le milieu, c’est
pourquoi les concentrations en acides gras et glydibres ont été quantifiées par HPLC (voir
Matériels & Méthodes).
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II1.2 Résultats de la culture G

La Figure 69 présente I'évolution des concentratien substrats assimilables résiduels (acides
gras et glycérol), des lipases ajoutées dans leuniEactionnel et de la vitesse de production de
dioxyde de carbone au cours de la culture.

5 8 . , 1.8
S B : C i D a o
o 7 ; i 16 =
c o 6 | 14 g
n = i ©
QO w» : 1.2 Q
3 o 5 ! -

1

s 2 ; 1 3
w8 4 i ™
‘g % : 0.8 :‘:
w 3 ! ;
s 06 g
-0 r—
o
SS 2 04 £
s e =
1 o
g 0.2 S
o S

© 0 0

Temps (h)

Figure 69 : Evolution des concentrations résiduelles en glycérol (ronds gris) et acides gras (carrés gris), de la concentration
en lipase multiplié par 10 (courbe grise) dans le milieu réactionnel, de la vitesse de production de CO, (courbe noire) au
cours de la culture

La phase de croissance a duré 6 heures avec ximléacroissance expérimental constant de
0.58 K" sur glucose (phase A). Une fois I'ensemble deotazlu milieu initial consommé, la phase de
production de PHA a partir de graisses de canatd @gébuter. Comme expligué dans la partie
précédente, un rapport Enzyme/Substrat minimum.@&0 est visé. Des lipases sont donc ajoutées
jusqu’a atteindre une concentration de 10 riigAu cours de la phase notée (B), des acides gras
libres et du glycérol sont détectés (entre 3 et.4)gce qui confirme I'efficacité des lipases. Suitka
diminution des concentrations en substrats asditedavers 23 heures, et malgré un ajout de lipase,
source carbonée s’épuise (phase C). @Gelamené a I'augmentation de I'apport en graissahie
rapport Enzyme/Substrat jusqu’a restaurer un ssseaient de la vitesse de production de €0
I'accumulation d’acides gras libre et glycérol tégmant d’'un métabolisme non limité. A partir de 55
heures de culture, en dépit de fortes réductionsl'alenentation en graisses de canard, la
concentration en acides gras résiduels continuegdianter au fil des ajouts de lipases. Une grande
quantité de graisses non hydrolysés s’est dononadéudans le milieu réactionnel tout au long de la
culture.

Document confidentiel 160



Résultats - Partie D: Production de PHA a partir de graisses de canatdde de faisabilité

La Figure 70 présente I'évolution des concentretien biomasse catalytique (ici calculée a
partir de I'azote apporté au milieu au cours deddure avec un rendement de conversion azote en
biomasse catalytiqus,= 0.21 mole.Cmolé considéré constant au cours la culture), PHA sgesi
accumulées et du pourcentage d’accumulation empgoly. La concentration en graisses résiduelles a
pu étre estimée lors du dosage des PHA par GC-¢dDsur les chromatogrammes apparaissent les
acides gras a 16 et 18 carbones. Les échantill@itgyés des acides gras libres par un lavage a
l'isopropanol, ont subi un traitement chimique pyquant I'hydrolyse des polyméres, des mono-, di-
et triglycérides. Par conséquent, la quantificatitn ces acides gras a 16 et 18 carbones permet
d’approcher la concentration en graisses résiduels.
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Figure 70 : Evolution des concentrations en biomasse catalytique (losanges gris), PHA (ronds vides), graisses accumulées
(carrés noirs) et du pourcentage d’accumulation en PHA (triangles gris) au cours de la culture

Au terme de 72 heures de culture, 53'gle biomasse totale ont été synthétisée et 100"mg.L
de lipases se trouvent dans le milieu de cultut@cdumulation en PHA représente 43.3 % (Y.de
la biomasse totale. Environ 27 g.de graisses se sont accumulées dans le moddénaliture due
au fait que I'hydrolyse des graisses n’est jamatizlé, comme vu dans la Figure 66. On a vu, dans la
Figure 69 qu'a partir de 40 heures, I'accumulatitas acides gras libres signifie que la cinétique
d’hydrolyse des graisses est supérieure a la eitdsTonsommation de ce substrat par la souche. On
peut donc conclure que l'alimentation en graissesette culture a été trop importante expliquant la
concentration élevée de graisses non consomméededanilieu en fin de culture.
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Le bilan carbone a pu étre validé aux alentour8a% malgré les incertitudes de mesures de
la concentration de graisses résiduelles. Cettlysmpeut nous permettre de situer les performances
de cette culture sur graisses de canard par ragportultures précédemment présentées.

La Figure 71 indique I'évolution de la vitesse @pique de production de PHA au cours de la
culture.
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Figure 71 : Vitesse spécifique de production de PHA a partir de graisses de canard au cours de la culture G

La vitesse spécifique de production est basseders phase C car le carbone disponible est
limitant. Durant cette phasgy, est divisé par 2.6 comparé @g}%* (égal & 0.085 Cmole.Cmold™)
obtenu lors de la phase B. Malgré une augmentatire 40 et 50 heures liée aux nombreux ajouts
consécutifs d’enzymes effectués, la vitesse sp@efide production de PHA diminue puis se
maintient & 0.02 Cmole.Cmoldi* jusqu’a la fin de la culture. Si 'on compare cedeurs dejp .
par rapport a celles obtenues sur le mélange glyeéacides gras (partie B-11.3.4) lorsque le taex
croissance résiduel est de 0.0%4 bn se rend compte que les valeurs sur graissésispérieures dans
la phase B et du méme ordre de grandeur dans &z [iha

En ne considérant que le substrat assimilé pswdahe, le rendement expérimental de carbone
global sur la phase de production de 6 & 35 haitesit 0.65 Cmole.Cmofesoit 93% du rendement
expérimental de carbone global obtenu sur acideggal a 30°C (partie A des résultats). Aprés,icelu
ci diminue & 0.30 Cmole.CmdleLe rendement expérimental de production de PHAdes0.43
Cmole.Cmolé (égal & celui de la partie A) puis diminue jusqd’A9 Cmole.Cmolé& Cette altération
des rendements aprés 35 heures pourrait proviéunre ddissipation grandissante d’énergie liée a
I'accumulation et au stockage des PHA.

BN

Le profil monomérique des PHA obtenus a partirydiolysats de graisses de canard est
présenté dans la Figure 72 ou il est comparé a della culture C (culture en co-susbtrats acides gr
et glycérol).
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Figure 72 : Profils monomériques au point final de la culture C (colonnes blanches) et de la culture G (colonnes noires)

On constate que les profils sont trés proches, n#iaepart d’acide 3-hydroxydodécanoique
est légerement supérieur dans la cultureC& résultat est en accord avec les conclusiona gartie
C.

II1.3 Traitement du mout final

Il a été montré qu’en fin de culture prés de 30'gle graisses n'avaient pas été consommées
et se trouvent encore dans le moQt de fermentéiiah Ce moUt a été placé dans une chambre a 0°C
afin de faciliter la séparation de la phase lipidiget du milieu aqueux, dans le but d’éliminerecett
phase lipidique par flottation. De maniére inattemdle molt reste homogéne et adopte un
comportement viscoélastique rendant son traiteipeiculierement délicat.

Dans le but d’extraire et d’analyser les polymérexiuits, une partie du modt a été remis en
culture dans du milieu minéral sans azote en fexlenmeyer avec une quantité arbitraire mais
importante de lipases, afin de « nettoyer » le naditfermentation des graisses résiduelles sans
consommer les PHA déja formés. Une fois I'échamiilk dégraissé », il est possible d'effectuer
'extraction des PHA permettant I'obtention d’'unéte collante et visqueuse caractéristiqgues des
polymeres obtenus par le catabolisme des acides agracours de cette thése. La masse molaire
moyenne en poids et 'indice de polydispersité eeduit sont respectivement égaux a 68 kDa et
2.12, ce qui en fait les polyméres les plus coamtgnoyenne obtenus lors de ces travaux (voir partie
C).

Une meilleure gestion de l'alimentation en grassaerait permis de ne pas accumuler trop de
substrats non hydrolysés dans le milieu. Il estlefgant impératif que I'ensemble des graisses
apportées au réacteur soient totalement consomerédm de culture afin de pouvoir extraire et
purifier le produit efficacement.
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IV. Discussion

Une possible valorisation des déchets agricolegjtee les graisses de canard a été étudiée aux
travers de ces travaux de thése et de cette deuéure. La preuve d'une possible utilisatiorcdte
ressource carbonée pour la production de polyhy@do&noates avec la soudheputidaKT2440 en
culture Fed-batch a été faite. Afin d’effectuerneeitude de faisabilité, une culture couplant hiyde
enzymatique des graisses animales et fermentatpmrrais la synthése de polyhydroxyalcanoates a
moyenne chaines latérales. En dépit de la réudsitette culture, de nombreux points peuvent encore
étre optimisés.

En premier lieu, il n'est pas certain que le cagpl dans le méme réacteur de I'étape de
traitement du substrat brut et de la culture sqitdicieux. En effet, du fait du haut point de ifus de
I'hydrolysat de graisses de canard (mélange de @384@cides gras saturés et 67% d’insaturés) autour
de 40°C (Inoue et al. 2004), il pourrait étre iegmant d'effectuer I'hydrolyse enzymatique a une
température de 45°C ou l'activité des lipases ORVidito Sangyo est trés proche de celle a 30°C
(résultats du CRITT Bio-industries non présentéssdze document) et ou I'ensemble de I'hydrolysat
resterait a I'état liqguide. Sous agitation, le méka obtenu devrait rester relativement homogéne et
pourrait servir a alimenter le bioréacteur de celtgrace a une pompe. L'ensemble de la tuyauterie
d’alimentation devra étre calorifugé afin que l&oielissement de cet hydrolysat ne s’effectue qu'au
contact du milieu réactionnel (30°C) dans le réaactBe cette maniere, I'alimentation du bioréacteur
en hydrolysat sera mieux contrblée ce qui limitéeecumulation des graisses dans le milieu
réactionnel. Via une telle stratégie, le volumengdBeu minéral initial du réacteur de culture devra
prendre en compte le volume d’eau nécessaire apbéd’hydrolyse des graisses qui sera amené lors
de l'alimentation en substrats carbonés hydrolysésqui n’était pas le cas dans la culture G. Les
lipases pourront étre envoyées dans le bioréaetea les hydrolysats puisqu’il a été montré que la
souche ne les dégradait en conditions de limitatararence azote.

On a vu que linconvénient des graisses animagtslee pourcentage élevé d’acides gras
saturés dans leur composition, ce qui rend leuntp@ fusion élevé. L'utilisation d’'un autre type d
substrats gras a valoriser et dont le gisemenégaliement important comme les huiles végétales,
riches en acides gras insaturés et dont le poifiasien de I'hydrolysat est proche de 30°C, potrrai
également étre une alternative. L’hydrolysat paugaimenter aisément le bioréacteur de production.
De plus, comme il a été prouvé que le profil monogue des PHA, obtenue par le catabolisme des
acides gras, est globalement constant (voir p@&}Yjda nature du substrat brut a valoriser peutcdon
évoluer sans que la composition du produit ne obhgegcepté le taux de monomeéres insaturés qui lui
augmenterait avec l'utilisation d’huiles végétale®ule la température du traitement enzymatique du
substrat brut sera a modifier en fonction de lamasition en acide gras de celui-ci et donc du paént
fusion du mélange.

Il est également primordial de parvenir & consonlimgégralité des substrats résiduels en fin
de culture pour que le traitement du moQt soitéagieffectuer.
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V. Synthése des résultats

» Cette étude a prouvé la faisabilité de la prodnatie PHA & partir de graisses de canard

» P. putidaKT2440 ne sécréte pas de lipases, il est doncseaite de traiter le substrat brut par
une hydrolyse enzymatique par des enzymes comrfescia

» Le couplage de I'hydrolyse enzymatique du substrat et de la production de PHA
fonctionne mais montre certaines limites ne rendpas$ cette solution tres efficace.
L'alimentation du bioréacteur en graisses par rap@da vitesse d’hydrolyse des lipases est
difficile a piloter.

» Les cinétiques de production et rendements de reultbbtenus a partir de graisses sont
comparables aux performances obtenues sur acideseuls a 30°C sur la premiere moitié de
la culture 5x¢=0.65 Cmole.Cmolé dontYyph,= 0.43 Cmole.Cmolé et gfiiy= 0.085

Cmole.Cmolé.h%)

» L’accumulation de graisses résiduelles dans leemiliéactionnel rend I'extraction des
polymeres finaux trés délicate. Il est donc prinmrde bien gérer I'alimentation en substrat
et de s’assurer de la consommation totale dessgsaen fin de culture.

» Le profil monomérique des PHA obtenu a partir degsges de canard est similaire a ceux des
autres cultures sur acides gras présentés danartia €, mais le polymére a une masse
molaire moyenne en poids plus faible (68 kDa).

» Lutilisation de substrats bruts gras a haute temguacides gras insaturés, dont le point de
fusion est bas, peut faciliter le procédé globalpdeduction de PHA (exemple des huiles
végétales)

» Le traitement enzymatique des substrats brutsédiateffectué en amont de la culture a une
température de travail supérieure au point de fudiomélange d’acides gras. L'alimentation
calorifugée de I'hydrolysat du substrat brut aurdgateur de production permet une conduite
plus précise et efficace de la culture
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Les travaux de cette thése s'inscrivent dans ldestm de recherche d’'indépendance de
l'industrie de transformation vis-a-vis des matiedéorigine fossile et les matiéres bioplastiques;
sourcées et biodégradables, se positionnent degpluslus sur le marché. Devant I'essor de ces
matériaux, la société Végéplast SAS, expert degennluction, formulation et valorisation, a lance u
projet de recherche et développement visant a enattipoint un procédé optimisé de production, par
voie microbienne, de polyhydroxyalcanoates orignalifférents des PHB et PHB-co-PHV déja
disponibles. Dans cette optique, une associatien s coopératives du Sud-ouest francais a é& mis
en place afin d'accéder a des substrats de profugieu colteux et renouvelables et plus
particuliérement les graisses de canard. Ce clsbigaaté par le fait que sur le colt de productiam
bioprocédé, environ 50% proviennent de I'approvieEment en substrat.

Les objectifs de ces travaux étaient d’'identifiae souche d’intérét productrice de PHA, de
comprendre et de quantifier les mécanismes métplmdi majeurs susceptibles de contrbler
'accumulation et la nature des bio-polyméres ses dubstrats simples, modéles (acides gras et
glycérol) dans un premier temps, puis sur substcatstriel de type lipidique. Cette démarche devrai
fournir les bases d’'une approche rationnelle denitiéh des points de fonctionnement d’'un procédé
de production de PHA performant.

Gréace a une étude bibliographique et quelques tegigrimentaux, la souche. putida
KT2440 a rapidement été retenue pour sa capacggnthétiser des PHA a moyennes chaines
latérales, ce qui conférent des propriétés élastques trés intéressantes aux polymeéres. Le steckag
de ces PHA par la cellule se fait en condition d®@ssance limitée par un élément nutritionnel. La
littérature suggére que la limitation phosphore lasplus performante, toutefois, la composition
élémentaire en cet élément pouvant étre trés Vasi@n conditions limitante, son usage rend moins
précis la maitrise du degré de limitation des paétés anaboliques, clé de la redistribution du
carbone vers la production. Cette variation de amsitipn élémentaire de la biomasse étant nettement
réduite pour I'azote, cet élément a été retenu f[@oontrble des cultures et 'ensemble de cesitrav

Il a été démontré au cours de ces travaux qu’unduwte de culture couplant production de PHA et
croissance résiduelle simultanément a partir dé&gidyras permet d’obtenir des rendements
expérimentaux de carbone gIobaMgfx) atteignant 0.7 Cmole.CméleL’obtention d’un rendement

aussi élevé est due a l'incorporation, pour satesfies demandes anaboliques, d'une fraction du
carbone (acétyl-CoA) et de I'énergie provenant lparé-oxydation du pouvoir réducteur (NADH2,
FADH2) générés par le catabolisme partiel des acgtas avant leur conversion en PHA. Il est
surprenant de constater que cette proportion batibn est d’autant plus importante que le taux de
croissance est élevé (variation de 7.4 & 24.3% leoterbone, de 11.8 a 38.9% pour I'énergie lorsque
[ passe de 0.017 et 0.039)hCeci suggere gu'il existe des mécanismes énergiygrbablement
liés au stockage et a 'accumulation des PHA au deila cellule, pour utiliser 'excédent énergé¢iq
libéré par la beta oxydation partielle du substrat.
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L’ensemble des cultures ont donc été pilotées eplaat croissance et production de PHA
quel que soit le substrat utilisé et avec des altat®ns en sources carbonées maitrisées afin
d’atteindre les cinétiqgues maximales de la souclshanue instant sans accumuler de large exces
pouvant, dans le cas des acides gras, engendreprdekemes rhéologiques et de transferts. La
définition des corrélations entre la vitesse sjguif de production de PHA et le taux de croissance
permis de déterminer les points de fonctionnemieiéimux du procédé de production de PHA & partir
d’'acides gras, de glycérol et d'un mélange des ddams les proportions stoechiométriques
correspondant aux graisses de canard.

La culture sur glycérol seul a montré qu'’il estessaire d’apporter initialement un co-substrat
carboné pour amorcer la croissance sans quoi ungudo phase de latence vient augmenter
significativement le temps de séjour dans le réacte partir de ce substrat, les PHA sont syntiétis
a partir d’acyl-CoA issus de la voie de biosynthdss acides gras. Il est possible d’optimiser la
vitesse spécifique de production et le potentiabdumulation maximgti#, de la souche a des taux
de croissance voisin de 0.0T.hOn a également pu noter que la demande énergéliém a la
production de PHA a partir de glycérol est plus amt@nte qu'a partir d'acides gras et donc altése le
rendements.

Lorsque les PHA sont synthétisés via le catabolistee acides gras, il est impossible
d’optimiser a la fois la vitesse spécifique de pidn, les rendements et le potentiel maximal
d’accumulation de polymere. Il est donc nécessirouver un compromis. A partir de nos résultats,
il peut étre imaginé une production en deux phddes. premiere phase serait menée a des taux de
croissance de l'ordre de 0.15 bu les vitesses spécifiques de production de PbtA siaximales
(autour de 0.1 Cmole.Cmoléi?) avec un apport en acides gras suffisant pousfaat a la fois la
demande anabolique et le potentiel maximal de mtomlu de polymeres. Puis, une seconde phase, a
des taux de croissance résiduels trés bas (inféieli05 H), servirait & optimiser le pourcentage
d’accumulation de PHA au sein des cellules domdgimum pouvant étre atteint avec cette souche se
trouve entre 55 et 60% (¢

La culture sur acides gras a 378(permis d’établir que les cinétiques d’assimilaties
acides gras par la souche ne sont pas limitéesapdiffusion du substrat insoluble et qu'a cette
température certaines activités enzymatiques im@éq dans la production de polyméres sont altérées
ce qui entraine des résultats moins performant 80°C en terme de vitesses spécifiques maximales
de production de PHA, de rendements et d’accunaumaté PHA au sein de la cellule.

Il a été également démontré que les acides grizsgiycérol peuvent étre co-consommeés et
engendre une synergie catabolique permettant diaraéles vitesses spécifiques d’assimilation des
substrats et de production de PHA par rapport altures sur substrats uniques. Sur la base du
modele métabolique construit pour la description lalecroissance et la production de PHA et
paramétré a partir des résultats expérimentauxabtsur substrat purs, il semblerait que le ghjcéro
est principalement utilisé pour la génération denzgmes réduits via la voie des pentoses phosphates
et non comme source carbonée pour la syntheseodwsse catalytique. La demande en carbone de
I'anabolisme est donc satisfaite par, du moins ariiqy des carbones acides gras n'ayant pas été
convertis en PHA.
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A partir de glycérol ou d’acides gras, une alimgatatrop forte en carbone par rapport aux
potentiels de synthése de PHA et de la biomasaéy/tigie, au moment de la transition entre la phase
de croissance et de production, provoque un «lovesf entrainant une fuite de carbone vers la
production d’intermédiaires organiques acides, oarfait les préciser, pouvant altérer le rendement
global de carbone de la culture. Ce résultat argtenpour une conduite de culture avec une
alimentation en substrat carboné parfaitement isé@gtmon limitante et non excessive pour optimiser
le bioprocédé.

Une ultime culture a permis de prouver la faistbitie la production de PHA & partir du substrat
industriel, les graisses de canard. La souPheputida KT2440 ne possédant pas la capacité
d’hydrolyser les triglycérides, il a été mis aumipien partenariat avec le CRITT Bio-industrie de
Toulouse, les conditions d'un prétraitement de sabstrats par traitement enzymatique. Les
hydrolysats ne pouvant étre maintenue sous forrualsion stable, la culture associera 'hydrolyse
des graisses par des lipases commerciales libtagpedtduction de PHA. De cette étude il en résult
gu’en termes de conduite de procédé, il est néicessan seulement de piloter I'apport de substrat
afin de satisfaire a une concentration non limgapbur la réaction enzymatique mais également
piloter I'apport en lipases afin d’assurer une tiqée d’hydrolyse non limitante pour la dynamiquee d
production. Il est intéressant de noter que legtitjnes de production de PHA et rendements de
culture, obtenus a partir de graisses, sont corfgraux performances obtenues sur acides gras seul
a 30°C {sy,=0.65 Cmole.Cmol& dontY ,= 0.43 Cmole.Cmole etgfix= 0.085 Cmole.Cmole

L h) (voir partie A des résultats).

Si, d'un point de vu métabolique Ila faisabilitéutiliser les graisses de canard a été
démontrée, en particulier dans l'assimilation siam#e des différents composants avec les
performances attendues ce qui élimine la possibikt présence de composés inhibiteurs, la conduite
d’'un procédé robuste associant production et hydeoknzymatique ne semble pas réaliste. Il devra
étre envisagé la possibilité d’'une hydrolyse pidlelavec maintien de I'hydrolysat sous forme liguid
n’excluant pas I'enrichissement en huiles végétsiledles n’altérent pas les caractéristiques pjues
des PHA accumulés.

L’obtention de quantités suffisantes de PHA pusi@épartir des différents moQts produits au coers d
ces travaux de thése a permis l'identification ddentain nombre de corrélations entre les condition
de production et les propriétés des polymeres finda été observé que le profil monomérique des
PHA est dépendant du substrat et de la voie métgigobmpruntée pour la synthése des polyméres.
Via la B-oxydation, la spécificité de la PHA synthase padgéiterminer le profil monomérique des
PHA constitué de résidus avec des chaines carbam&esmément distribuées entre 6 et 14 carbones.
Sur glycérol, avec les précurseurs issus de la deiebiosynthése des acides gras, ce serait la
spécificité de la R-3-hydroxyacyl-(ACP-CoA) transfée, responsable du remplacement du
groupement ACP par un coenzyme A, qui détermindmadistribution en monomeéres, distribution
faiblement dispersée et centrée sur I'acide 3-hgdtécanoique.

Les masses molaires moyennes en poids, l'indiceoalgdispersité, les températures de
transition vitreuses et de fusion sont les progsgthysiques des PHA produits qui ont été rechesché
et investiguées lors de ces travaux. Parmi I'engende ces données, l'enthalpie de fusion,
caractérisant le degré de cristallinité des polgsgerest la seule propriété physique vraiment
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Conclusion générale

concluante. Les polymeres obtenus par la voie dgybhthése des acides gras comportent des zones
cristallines contrairement aux PHA produits a patitacides gras, qui sont totalement amorphes a
température ambiante. Il semblerait que le degrérigellinité du polymere soit dépendant du degré
d’insaturation des monomeéres composant le PHA & dature de ce profil monomérique.

En dépit de la compréhension de certaines comékatntre les caractéristiques de culture et
les propriétés des polymeres que I'on peut obtaenirfinal, les mécanismes contrélant la masse
molaire des polymeres synthétisés restent eno&sdartcompris et mériteraient d’étre investiguées plu
profondément dans le but d’éventuellement idemtifiertaines protéines, genes impliqués et qui
pourraient étre optimisés par de I'ingénierie méligine homologue.

L'aspect des PHA extraits du moQt de culture sucégol est un film élastique non collant
trés intéressant pour une application industridi€inverse, les polymeres d’origines acides goas
I'aspect d’'une pate collante non maniable. Desigslgaformulation entre ces deux types de moUts ont
permis de mettre en lumiére le fait que I'aspegtspiue du polymeére est dépendant de son degré de
cristallinité. Il a été établi que tous les fornmidas comportant au moins 50% de PHA synthétisés a
partir de glycérol ont I'aspect d'un film.

La production de PHA a partir de graisses, comrabliésur un mélange acidgas-glycérolconduit a
des PHA dont le profil monomérique correspond alicaés polymeres ayant pour précurseurs les
intermédiaires de la-oxydation. Si les propriétés mécaniques d’un tetlpit ne permettent pas son
utilisation directe, une formulation reste toujoysessible afin d'obtenir un composé d'intérét.
Toutefois, cette étape de formulation devra s’opéx@nt extraction et purification et suppose que
'unité de production ait un atelier de productid® PHA, avec la méme souche ou autre, pour la
productionde PHA courtg chaine ... On peut également imaginer, si I'on occulte liopsation des
rendements et des productivitése culture unique avec des alimentations séquiestiet alternées
d’acides gras et de glycérol. Cette stratégie tsaraiettre en place afin que la part de PHA predait
partir de glycérol soit suffisamment conséquenterrpque le polymére final puisse avoir les
caracteéristiqgues nécessaires a I'obtention d’um. fil

L’ensemble des conclusions apportées par ces trad®u doctorat permettent une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués, poyutidg dans la synthése de PHA au travers de
deux voies métaboliques différentes (catabolismevaie de biosynthese des acides gras), des
corrélations entre les caractéristiques du praofiihat et les conditions dans lesquels il a été mite
Partant de ces conclusions, il est désormais gessibévaluer les contraintes pour le
dimensionnement d’'un réacteur de bio-production MIEL-PHA. De plus ces connaissances
métaboliques et dynamiques ont apporté un éclaisagdes caractéristiques physiques du produit
final et, ainsi, proposer les limites de I'utiligat des graisses de canard pour la formulation BHA
présentant un intérét industriel.
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ANNEXE A : Liste des réactions anaboliques du desipteur métabolique

1 ammonia + 1 NADH + 1 pyruvate —

4 ammonia + 5 ATP + 3 NADH + 1 NADPH + 1 acetyl-CeAl [1-ketoglutarate + 1
N
oxaloacetate + 1 GO

2 ammonia + 2 ATP + 1 NADH + 1 oxaloacetate —

1 ammonia + 1 NADH + 1 oxaloacetate —

1 sulfur + 1 ammonia + 3 ATP + 4 NADPH + 1 acetgAC+ 1 glycerate-P —
1 ammonia + 1 NADH + 1J- ketoglutarate —

2 ammonia + 1 ATP + 1 NADH +1(1-ketoglutarate =~ —

1 THF + 1 ammonia + 1 glycerate-P —
1 methenyl-THF + 3 ammonia + 3 ATP + 1 oxaloacetalepentose-P —

1 ammonia + 2 ATP + 5 NADPH + 1 oxaloacetate + tupgte  —

1 ammonia + 1 NADPH + 1 acetyl-CoA + 2 pyruvate —

2 ammonia + 1 ATP + 2 NADH+ 2 NADPH + 1 oxaloacetatl pyruvate + 1 succinyl-
CoA
1 methyl-THF + 1 sulfur + 1 ammonia + 4 ATP + 1 NAB 6 NADPH + 1 acetyl-CoA
+ 1 oxaloacetate + 1 glycerate-P + 1 succinyI-CoAH

1 ammonia + 1 ATP + 1 NADH + 1 NADPH + 1 erythrd3e~-2 PEP —
1 ammonia + 1 ATP + 3 NADPH + 1 I-ketoglutarate  —
1 ammonia + 1 glycerate-P —

1 ammonia + 2 ATP + 2 NADH + 1 NADPH + 1 oxaloateta —

2 ammonia + 4 ATP + 1 NADH + 1 NADPH + 1 erythrd3e- 1 pentose-P + 2 PEP + 1
glycerate-P
1 ammonia + 1 ATP + 1 NADPH + 1 erythrose-P + 2 PEP—
0.1009 alanine + 0.0446 arginine + 0.0455 aspagagi®.0455 aspartate + 0.0677
cysteine + 0.0386 glutamate + 0.0386 glutamined9%R glycine + 0.0449 histidine +
0.0333 isoleucine + 0.0579 leucine + 0.0457 lysir®20175 methionine + 0.0256 —
phenylalanine + 0.1373 proline + 0.0325 serine0484 threonine + 0.0106 tryptophane
+ 0.0192 tyrosine + 4.324 ATP

1 alanine

1 fumarate + 1 acetate + 1 CoA + 1
arginine

1 asparagine

1 aspartate

1 acetate + 1 CoA + 1 cysteine

1 glutamate

1 glutamine

1 methylene-THF + 1 glycine

1 THF + 1 NADH+ 1 fumarate + 1
histidine

1CG + 1isoleucine
2CQ+1CoA+ 1leucine

1CQO + 1succinate + 1 CoA + 1
lysine

1 THF + 1 pyruvate + 1 acetate + 1
succinate + 2 CoA + 1 methionine

1 CG + 1 phenylalanine
1 proline
1 serine

1 threonine

1 pyruvate + 1 C@+ 1 glycerol-P + 1
tryptophane

1CQG + 1tyrosine

1PROTEIN

2 formyl-THF + 5 ammonia + 11 ATP + 4 NADH + 2 omatetate + 1 pentose-P + 1
glycerate-P + 1 CO

2 formyl-THF + 5 ammonia + 12 ATP + 2 NADH + 1 omatetate + 1 pentose-P + 1
glycerate-P + 1 CO

3 ammonia + 10 ATP + 1 NADH + 1 oxaloacetate + atpse-P + 0.5 oxygen —
2 ammonia + 7 ATP + 1 NADH + 1 oxaloacetate + 1tpse-P + 0.5 oxygen —
0.18 ATP + 0.3264 GTP + 0.3201 CTP + 0.1691 UTRP4AOP  —

1 THF + 1 methyl-THF + 2 fumarate +
1ATP
1 THF + 1 methyl-THF + 1 fumarate +
1GTP

1CTP
1UTP
1RNA

2 formyl-THF + 5 ammonia + 11 ATP + 4 NADH + 2 ogatetate + 1 pentose-P + 1
glycerate-P + 1 CO
2 formyl-THF + 5 ammonia + 12 ATP + 2 NADH + 1 osatetate + 1 pentose-P + 1
glycerate-P + 1 CO
3 ammonia + 10 ATP + 1 NADH + 1 oxaloacetate + dtpge-P + 0.5 oxygen —

1 methylene-THF + 2 ammonia + 8 ATP + 1 NADH + himacetate + 1 pentose-P +
N
0.5 oxygen

1 THF + 1 methyl-THF + 1 NADPH +
2 fumarate + 1 dATP
1 THF + 1 methyl-THF + 1 NADPH +
1 fumarate + 1 dGTP

1 NADPH + 1dCTP

1 THF + 1 NADPH + 1 dTTP

0.1691 dATP + 0.3201 dGTP + 0.3264 dCTP + 0.184BRI¥ 1.4161 ATP — 1DNA
1 ATP + 1 glycerol — 1 glycerol-P
1 ammonia + 1 glycerate-P — 1 serine

7 ATP + 15 NADPH + 8 acetyl-CoA —
8 ATP + 16 NADPH + 9 acetyl-CoA + 0.5 oxygen —
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4 ATP + 9 NADPH + 5 acetyl-CoA
1 ammonia + 1 glycerate-P

6 ATP + 13 NADPH + 7 acetyl-CoA
5 ATP + 11 NADPH + 6 acetyl-CoA

8 ATP + 17 NADPH + 9 acetyl-CoA
0.572 glycerol-P + 0.092 C18:0 + 1.174 C16:0 438.C10:0 + 0.2 C18:1 + 0.036

C14:0 + 0.364 C12:0 + 1.428 ethanolamine + 2 ATP

5 CoA +1C10:0
1 CG + 1 ethanolamine
7 CoA+ 1 C14:0
6 CoA+ 1 C12:0
9 CoA+ 1 C18:0

1 PHOSPHOLIPIDS

1 ATP + 1 glucose-P — 1 equiv glucose
1 equiv glucose — 1 POLYSACCHARIDES
7 ATP + 15 NADPH + 8 acetyl-CoA — 8 CoA + 1 C16:33%
7 ATP + 15 NADPH + 8 acetyl-CoA + 0.5 oxygen — 8 CoA + 1C16:1 33%
8 ATP + 16 NADPH + 9 acetyl-CoA + 0.5 oxygen — 9 CoA+ 1C18:133%
1 glycerol-P + 1 C16:33% + 1 C16:1 33% + 1 C18:%382 ATP  — 1 TRIGLYCERIDES
1 ammonia + 1 ATP + 1 NADH + 1 acetyl-CoA + 1 fros¢-P~ — 1 CoA + 1 UDP-N-acetylglucosamine
1 ammonia + 2 ATP + 1 NADH + 1 NADPH + 1 acetyl-CeA fructose-P + 1 PEP — 1 CoA + 1 UDP-N-amuramic
1 ammonia + 1 NADH + 1 pyruvate — 1 alanine
2 ammonia + 1 ATP + 4 NADPH + 1 oxaloacetate + tupgte + 1 succinyl-CoA — ;zumﬁgg;ﬁ;alteCOA *1
1 ammonia + 1 NADH + 1J-ketoglutarate — 1 glutamate
2 ammonia + 1 ATP + 2 NADH + 2 NADPH + 1 oxaloateta 1 pyr}Jvate +1 . 1CO + 1 succinate + 1 CoA + 1 lysine
succinyl-CoA
1.00098911968348 UDP-N-acetylglucosamine + 0.99882816518 UDP-N-
amuramic + 2.16122650840752 alanine + 1.155291 @8®Bdiaminopimelate + — 1PEPTYDOGLYCANE
1.14441147378833 glutamate + 0.127596439169138dysb ATP
1 ATP + 1 glucose-P — 1 UDP-glucose
1 ammonia + 1 glycerate-P — 1 CQG + 1 CDP-ethanolamine
6 ATP + 11 NADPH + 7 acetyl-CoA — 7 CoA + 1 OH-myristate
2 ATP + 1 pentose-P + 1 PEP — 1 CMP KDO
1 ATP + 2 glucose-P  — 13‘?&2;(;2 CQ+ 1 glycerol-P + 1
1 ammonia + 2 ATP + 1 fructose-P — 1 TDP glucosamine

5 UDP-glucose + 2 CDP-ethanolamine + 6 OH-myrigtigi8 CMP KDO + 3 NDP

heptose + 3 TDP glucosamine -

1LPS

2 ammonia + 2 ATP + 3 NADPH + 1 acetyl-CoA # 1-ketoglutarate

1 ornithine

—

1 acetate + 1 CoA + 1 ornithine
1 POLYAMINE
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ANNEXE B : Liste des réactions cataboliques du degpteur métabolique

402.10° THF + 64.1¢ methenyl-THF + 486.1Bformyl-THF +
183.10° sulfur + 0.010 ammonia + 0.044 ATP + 5536>NADH +
0.010 NADPH + 3485.16 acetyl-CoA + 224.18 erythrose-P
ro +488.1F° fructose-P + 261.10glucose-P + 1000.100- —
ketoglutarate + 2276.100xaloacetate + 596.Fpentoses-P +
700.10° PEP + 1670.18 glycerate-P + 3168.10pyruvate +
648.10° succinyl-CoA + 143.18 0, + 33.10° glycerol-P

1082.1¢F CO, + 356.1¢F acetate +
573.10° fumarate + 648.10succinate
+4133.10¢ CoA + 815.1F methylene-
THF + 136.1F methyl-THF + 1 g of
catalytic biomass

rl 2 ATP + 1 CoA + 1 fatty acid— 1 acyl-CoA
3.735 NADH + 3.735 acetyl-CoA +
r2 3.735 CoA+ 1 acy-COA— 5 sor FADH + 1 hydroxyacyl-CoA
6.91 FADH + 8.95 acetyl-CoA + 7.95
r3 7.95 CoA + 1 acyl-CoA — NADH
rd4 1 ATP + 1 CoA + 1 acetate—~ 1 acetyl-CoA
r5 1 R-3-hydroxyacyl -CoA — 1 CoA + 1 PHAx
ré 1 acetyl-CoA + 1 oxaloacetate» 1 CoA + 1 isocitrate
r7 1isocitrate — 1 NADH + 1(]-ketoglutarate + 1 CO
r8 1isocitrate — 1 NADPH+ 1(J-ketoglutarate + 1 CO
r9 1 (1-ketoglutarate + 1 CoA— 1 NADH + 1 CQ + 1 succinyl-CoA
rl0 1 succinyl-CoA — 1 ATP + 1 succinate + 1 CoA
ril 1 succinate — 1 fumarate + 1 FADH
ri2 1 fumarate — 1 malate
r13 1 malate — 1 NADH + 1 oxaloacetate
rl4 1 oxaloacetate(_) 1PEP +1CQ
rl5 1 malate — 1 NADPH + 1 pyruvate + 1 CO
rl6 1 pyruvate + 1 CoA — 1 NADH + 1 acetyl-CoA + 1 C®
rl7 1PEP — 1ATP + 1 pyruvate
rl8 1 PEP « 1 glycerate-P
rl9 1 ATP + 1 glycerate-P« 1 glycerate-1,3-diP
r20 1 NADH + 1 glycerate-1,3-diP— 1 triose-P
r21 2 triose-P — 1 fructose-di-P
r22 1 fructose-di-P — 1 fructose-P
r23 1 fructose-P — 1 glucose-P
r24 1 glucose-P — 1 NADPH + 1 gluconate-6-P
r25 1 gluconate-6-P — 1 2-keto-3-deoxygluconate-6-P
r26 1 2-keto-3-deoxygluconate-6-P> 1 pyruvate + 1 triose-P
r27 1isocitrate — 1 succinate + 1 glyoxylate
r28 1 acetyl-CoA + 1 glyoxylate— 1 CoA + 1 malate
r29 1 gluconate-6-P — 1 NADPH + 1 pentose-P + 1 GO
r30 1 pentose-P — 1 ribose-P
r31 1 pentose-P — 1 xylulose-P
r32 1 ribose-P + 1 xylulose-P— 1 triose-P + 1 sedoheptulose-P
r33 1 erythrose-P + 1 xylulose-P— 1 fructose-P + 1 triose-P
r34 1 triose-P + 1 sedoheptulose-P> 1 fructose-P +1 erythrose-P
r35 1 ATP + 1 acetyl-CoA+1 GO — 1 CoA + 1 Malonyl6ACP
r36 1 NADH+ 1 triose-P <« 1 glycerol-P
r37 1THF + 1NADPH+1CQ® — 1 formyl-THF
r38 1 methyl-THF — 1 methylene-THF + 1 NADPH
r39 1 methylene-THF — 1 methenyl-THF + 1 NADH
r40 1 methylene-THF — 1 THF +1 CQ
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r4l 1 NADH +1 ATP <« 1 NADPH

r42 1 NADH + 0.5 oxygen — 6 proton

r43 0.5 oxygen + 1 FADK — 3 proton

r44 3 proton — 1ATP

r45 1ATP —

r46 1 ATP + 1 Glycérol — 1 Glycérol-P

rd7 1 Glycérol-P — 1 NADH + 1 triose-P
r48 2 NADPH + 1 Acétyl-CoA + 1 Malonyl-CoA— 1 CO, + 1 CoA + 1 Butyryl-ACP
r49 4 NADPH + 2 Malonyl-CoA + 1 Butyryl-ACP— 2 CO,+ 1 Caprylyl-ACP
r50 1 NADPH + 1 Acétyl-CoA + 1 Caprylyl-ACP— 1 HO-Capryl-CoA

r51 1 HO-Capryl-CoA — 1 CoA +1 PHA-C10
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